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MALDI法における定量分析および分子構造選択的イオン化法の実現
【緒言 】
マ トリクス支援 レーザー脱離 イオ ン化(MALDI)法は、試 料 に対 しマ トリクス分子 を
過剰 に混合 し紫外パル ス光 を照射す る ことで、生体試料 な どの高分子 を非破壊 にイオ ン
化す る ことが可能 であるため広 く普及 してい るが、その一方 で課題 も多 く存在 してい る。
① 課題 の一つ として再現性 が低 い ことが挙 げ られ る。MALDI法では試料 とマ トリク
スの混合状態 が常に均一 ではないため、その時の混合状 態に よって得 られ る結果 が変わ
って しま う。 そのため再現性 が低 く、定量分析 を行 うことが困難 であ る。
そ こで構 造 中にナ ノスケール の細孔 を持 つゼオ ライ トを利用す るこ とでマ トリクス
を細孔 中に取 り込み マ トリクスが均一 に分散 した状態 を作 り、再現性 が向上す ると考 え
た。
本研究 では低分子 量試料 の検 出に適 してい る無機マ トリクスである酸化鉄(皿)ナ ノ
粒子 と構造 内に細孔 を持 ち、ブ レンステ ッ ド酸 としての能力 を持っゼオ ライ トを混合 し
たマ トリクス を用い る ことで清涼飲料水 中に含 まれ る発 がん性 を疑われてい る4一メチ
ルイ ミダゾール(4-MI)の定量分析 を試 みた。
② またMALDI法はク ロマ トグラフによる試料 の分離 を必 要 と しないため 目的の分子
以外 の試料 も同時にイオン化お よび検 出 され て しま う。そのため試料 内に含 まれ る異性
体 な どを区別す る ことができない といった欠 点を持つ。
そ こで本研究 では、温度 に よって構 造や性 質が変化す る温度応答性 ポ リマーの一種 で
あるポ リビニル メチル エーテル(PVME)を用 いて検出 を 目的 とす る分了 の鋳型 を作製 し、
この 中にマ トリクス を内包 させ る ことで構 造選択 的イオ ン化 を可能 にす るマ トリクス
の作製 を試み た。
【実験 】
① 無機 マ トリクスお よびゼ オライ トを用 いた定量分析
4-Mlと脱離イオ ン化効 率がほぼ等 しい と思 われ る2一エチル イ ミダ ゾール(2-EI)を内
標準物質 として使用 し、異 なる重量比 を5点 とり検量線 を作成 した。この とき各重量比
3ス ポ ッ トずつ作製 し、1ス ポ ッ トにつ き3回 測定 を行 った。 その後 日本 国内で市販 さ
れ てい るコカ ・コ・一一・ラ と2-Elを混合 したサ ンプル を作成 し、コカ・コ・一一`ラ中に含 まれ る
4-Mlの定量分析 を行 った。酸化鉄(皿)ナ ノ粒子 とZSM-5型のゼオ ライ トを重量比2:
1で混合 した ものをマ トリクス として使用 した。
② 構造選択 的イ オン化
2,4,6一トリヒ ドロキシアセ トフェ ノン(THAP)と活性炭 を重量比1:1で 混合 した も
の と鋳型 のモデル として使用 した三糖 のラフ ィノー ス(Raf)をPVME溶液(溶 媒 はエ タ
ノール:水=4:1)に加 え、50℃になるまで加熱擬拝 を行 った。その後その溶液 の一部 を透
析 チュー ブに移 し、50℃の水 にて透析 を行い 、得 られ た もの をマ トリクス と して使用 し
た。その後 このマ トリクス を用いてRafおよび同 じく三糖 であ るマル トトリオース(Mal)
を用 いて質量分析 を行 った。
【結果 ・考察 】
①4-Mlと2-EIによる検 量線 を図1に 示 す。 この とき各 スポ ッ トお よび各 重量比にお
いて相対標準偏差 が10%以 内 とな り、高い再 現性 を得 られ た。 また この結果 はゼオ ラ
イ トを使用 していない場合 に比べRSD値 が向上 した。 その理 由と してゼオ ライ トの細
孔 内に酸化鉄(皿)ナ ノ粒 子が取 り込まれ、ナ ノ粒了 が均 一に分散 した状態 を作 ること
ができたため と思 われ る。
また コカ ・コー ラの測定 を行 った結果、 こち らもRSDが10%以 内 とな り、非常 に高い
再現性 が得 られ た。 この結果 を検量線 で得 られ た関数 に代入 した結果 コカ・コv-一一・ラ中4-
Mlの含有 量は65～88pg/355mLと算 出 され、アメ リカの公 益科 学セ ンターが発表 し
た文献値団と一致 した。
② まず活性炭 とPVMEの 重量比 を変化 させ 、透析 を行 う前のサ ンプル の質 量分析 を
行 い最適 な混合比 につ いて検討 を行 った結果 、重 量比10:1のとき十分にサ ンプル お よ
びマ トリクスを内包 している ことが分 かった。次に この重 量比で透析 を行 い、これ をマ
トリクス としてRafおよびMalを測定 した結果 を図2に 示す。 図2よ り透析 後のマ ト
リクスのみ のスペ ク トル お よびMalを 滴 下 したスペ ク トル では三糖 由来の ピv-一一・クが出
現 しなかったが、Rafを滴 下 した場合 のみ 三糖 由来 の ピークを高強度 に検 出 され た。 こ
の結果 よ り作製 した鋳型 マ トリクスに よ り鋳型 サ ンプル分子 の構造選択 的なイオ ン化
及び検 出に成功 した。
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図1.4-Mlの 検 量 線 図2.三 糖 の マ ス ス ペ ク トル
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第6章 総括
第1章 序 論[・]
1-1緒 言
物質の構造解析は、環境測定や医療 ・医学分野等、多岐にわたる分野において必要不可欠で
ある。そのための分析手法 として、分子 の立体構造や運動性な どの情報 が得 られる核磁気共
鳴法や有機化合物の構造決定な どに用い られ る赤外分光法に代表 され る振動分光法な どが
多 く用い られてい る。 これ らの分析手法 と並び微量な試料を用いて迅速に化合物の分子量、
構造、あるいは反応性に関す る情報が得 られ る手法 として質量分析法が挙げ られ る。質量分
析法は原子 ・分子の質量を測定で きる唯一の方法であることか ら極 めて多 くの分野におい
て必要不可欠 な方法 として普及 している。質量分析法の最大の特徴 は超微量の試料量で広
範 な構造上の情報が得 られ るところにあ り、クロマ トグラフィー と組み合 わせ ることによ
り、10'13～10'14g程度の超微量化合物 でさえ検 出することが可能 となる。 さらに測定物を
非破壊で検出可能なイオン化法(ソ フ トイオン化法)が発 明され、タンパ ク質な どの高分子
も分析 が可能 になった。その ソフ トイオ ン化法の具体例 としてエ レク トロスプ レーイオン
化 法(ESI法 、ElectrosprayIonization)、高 速 原 子 衝 突 法(FAB法 、FastAtom
Bombardment)、マ トリクス支援型 レーザー脱離イオ ン化法(MALDI法、MatrixAssisted
LaserDesorption/10nization)[1'5]などが挙 げられ る。中で も2002年にノーベル化学賞を
受賞 した 田中耕一氏のMALDI法 は、現在最 も高分子領域まで測定可能なイオン化法であ
り、質量分析において必要不可欠 な手法 となっている。
質量分析法の欠点 としては同じ質量の化合物 を区別 して検出す ることが不可能である点が
挙げ られる。本研究ではマ トリクス分子 を内包 した試料化合物の鋳型を作製 し、それを質量
分析計 に試料 と共に導入す ることで、同 じ質量の物質を選択 的にイオン化及び検 出す るこ
とを試みた。
1-2質 量 分析 法
質量分析法 とは分子や化合物 の質量電荷比 を測定す ることで試料 中に含 まれ る分子や化
合物を同定することができる分析手法であ り、様々な分野で使用 されている。質量分析は測
定試料 をイオン化す ることが必要不可欠であ り、そのイオ ンの質量電荷比を測定す ること
によって試料の質量 を測定 し、同定することができる。そのため質量分析が開発 されてか ら
イオン化法についての研究が行われてお り、現在では様 々なイオン化法が存在す る。また質
量分析部 も様々な ものが存在 し、イオン化法 と組み合わせ ることによ り多種多様 な質量分
析装置 をつ くることができ、様々な分野で利用 されている。
質量分析法の測定原理 は試料 をイオン化 し、高真空状態で電磁気場に よって試料に含ま
れ るイオ ンを質量電荷比(m/z)ごとに分離 して検 出す ることで分子の質量の測定を行 う。
質量分析装置は主に試料導入部、イオ ン化部、質量分離部、検出部、データ処理部か ら構成
されている。
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高真空状態
試料導入部 一 一 イオ ン化部 一 質量分離部 一 検出部 一 一 デー タ処理部
図1-1.質量分析装置の概略図
1-3 試料導入部
試料の性質 ごとに適 した試料導入系 を用い る必要がある。例 えば試料が気体または揮発
性物質であるか、または液体、固体、もしくは不揮発性物質であるかによって導入法は異
なる。また、質量分析計 を高速液体クロマ トグラフィー(HPLC)やガスクロマ トグラフィー
(GC)に直結 し、移動相 を導入す ることも可能である。質量分析装置 とクロマ トグラフとの
関係 は二つあ り、一つは質量分析装置 をクロマ トグラフの検 出器 として使 う場合であ り、
も う一つはクロマ トグラフを質量分析装置 のための分離精製手段 として使 う場合である。
以下に代表的な試料導入法 と対象試料、その特徴をあげる。
導入系 対象試料 特徴
DIP
固体、
ロウ状の試料 、
高沸点の液体
直接導 入 プ ローブ先 端 に液 体 また は固体 の試料 をのせ た
キ ャ ピラ リー(El、Fl)やエ ミッター(FD)、 ター ゲ ッ ト
(FAB)を装着 してイ オ ン化 部 の真空 条件 あるい は ヒー タ
ー に よって気化 され る。
GC 揮発性化合物の
混合物
ガス クロマ トグラフと質量分析計をインター フェースで
結合 した もの。測定可能なイオ ン化法はEI、CIまたはFI
である。特にEI-MSとの組み合わせにライブ ラリー検索
を組み合わせて混合試料 中の化合物の同定に威力を発揮
している。
(HP)LC液相の混合物
高速液体クロマ トグラフィー と質量分析計をインター フ
ェースで結合 した もの。組み合わせ るイオン化法は
ESI,EIなどである。移動相にはイオ ン化の妨げ とな らな
い緩衝液を選択す る。
DlP:直 接 導 入 プ ロー ブ(DirectlnsertionProbe)
GC:ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ(GasChromatograph)
(HP)LC:(高速)液 体 ク ロ マ トグ ラ フ((HighPerformance)LiquidChromatography)
表1-1.質 量 分 析 にお け る 代 表 的 な試 料 導 入 部
1-4 イオン化部
一2一
質量分析において試料 をイオ ン化す ることは必要不可欠である。そのため分析の 目的な
どによって様 々なイオン化法が考案 されてお り、その中で も大 きく分けて ソフ トイオン化
法 とハー ドイオン化法に分け られ る。
ソフ トイオン化法はフラグメンテー シ ョンを起 こす ことな く分子をイオン化す ることが
できるイオ ン化法であ り、化学イオ ン化(CI)法、フィール ドイオ ン化(FI)法、エ レク
トロスプ レーイオ ン化(ESI)法、マ トリクス支援 レーザー脱離イオン化(MALDI)法な
どが挙げ られる。
ハー ドイオン化法は過剰 なエネルギーを供給す ることにより試料をイオン化 させ る方法
であ り、そのためソフ トイオン化法に対 しフラグメン トイオンが生成 しやすい。ハー ドイ
オ ン化法 として主に電子イオン化(EI)法な どが挙げ られ る。次の表に現在用い られてい
る主なイオ ン化法を挙げる。
一3一
イオ ン化法 対象試料 特徴
EI
揮発性が高い試料(固体や液
体)や常温で気体の試料
気体状態の分子に加速 した熱電子 を照射 し分子か ら電子
を剥 ぎ取 りイオン化す る。
フラグメンテーシ ョンを生 じやすい。
CI
揮発性が高い試料(固体や液
体)や常温で気体の試料
イオン化室内に満た した試薬ガスを熱電子によってイオ
ン化 した反応イオンと気体試料分子 の間でイオン化分子
反応 を起 こす。フラグメンテーションを生 じづ らい。
FAB
常温で固体や液体の試料、ま
た熱に不安定な試料や揮発性
の低い試料も測定可能
中性(ま たはイオン)原 子 ビームによって試料 をイオン
化す る。 グリセ ロール などの液体マ トリクスを用いるこ
とによって ソフ トにイオン化す る。
FI 揮発性試料
電界 によってイオン化す る。試料の内部状態が高電界の
作用 よ り超励起 され、エネルギー供給源 とそれ以上の相
互作用をすることなく電子 を自発的に放 出す る。
FD 中性、イオ ン性固体 FIと同様 の原理でイオン化す る。
ESI
生態関連物質や難揮発性の試
料に有用
試料溶液 を細管に通 し高電圧を印加 し帯電 した液滴 とし
て噴霧 させたのち、溶媒を蒸発 させ て多価イオンを生成
させ る。分子量10万 程度以下の全分子量領域で測定可
能。
APCl 液体、溶媒 に溶解 した固体
試料溶液 を加熱噴霧 してN2ガス と一緒に流 し、コロナ放
電によってN2ガスをイオ ン化 し、試料分子 とのイオン分
子反応 を起 こす。大気圧下でのイオン化。
MALDI
熱に不安定な試料、揮発性の
低い試料、生態関連物質に非
常に有効
試料溶液 とマ トリクスを混和 し乾燥 させ得 られた結晶に
紫外線 レーザーのパルスを照射 し、マ トリクスを励起 し、
気化、イオン化す る。最 も高分子量領域まで測定可能。
EI:電 子 衝 突(ElectronImpact)また は 電 子 イ オ ン化 法(ElectronIonization)
CI:化 学 イ オ ン 化 法(Chemicallonization)
FAB:高 速 電 子 衝 撃 法(FastAtomBombardment)
FI:フ ィー ル ドイ オ ン化 法(FieldIonization)
FD:フ ィ ー ル ド脱 離 法(FieldDesorption)
ESI:エ レ ク トロ ス プ レー イ オ ン 化 法(ElectrosprayIonization)
APCI:大 気 圧 化 学 イ オ ン化 法(AtmosphericPressureChemicalIonization)
MALDI:マ トリク ス 支 援 レー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 法(MatrixAssistedLaser
Desorption/10nization)
表1-2.質 量 分 析 に お け る 主 な イ オ ン化 法[10】
1-5 レーザー脱離イオン化(LDI)法
レーザー脱離イオ ン化法はナノ秒パルス レーザーを測定物に直接照射す ることで、測定物
の急速 に気化 ・脱離反応 を促進 しイオン化 を行 う手法である。LDl法では レーザーのエネ
ル ギー を直接測定物 に与 えるため、測定物が吸収 した過剰なエネルギーによ りその分子構
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造が破壊 され、フラグメンテーシ ョンを起 こして しま うといった課題 が挙がられ、 ソフ ト
イオン化には不 向きであると考え られていた。 しか し田中らお よびHillenkampらが開発 し
たノーベル賞技術であるMALDI法が開発 されたことによ り、測定物に対 して間接的にエ
ネルギー供給を行 うとい う概念が導入 され ソフ トイオ ン化が達成 された。 この概念 に従
い、その後MALDI法の欠点を改善するために開発 されたDIOS法などが試料への間接的
エネル ギー供給 に成功 し、LDI法におけるソフ トな レーザー脱離イオン化 を達成 した。
1-5-1マ トリクス支援 レーザー 脱離 イ オ ン化(MALDI)法
MALDI法は、El法やCI法では測定困難であった熱 に不安定な物質や高分子量物質の解離
を抑えることが可能な ソフ トイオン化法 として非常に大きな注 目を浴びてい る。 この方法
は生体内に存在す るタンパク質な どの分子量の極めて大きい化合物に特に威力 を発揮 し、
飛行 時間型質量分析計(TimeofFright,TOF)と組み合わせ ることによ り非常に高感度な
検出が可能である。また分子量が10万以上の化合物の測定 も可能 とな り、MALDI法はタ
ンパク質の構造解析な どに汎用 されている。
MALDI法は大きなエネル ギーをパルス的に与えてイオ ン化 し、化合物の熱分解 を抑制する
よ うなエネルギーサ ドン とい う方法論 に分類 され る。難揮発性化合物 は液体あるいは固体
のよ うな凝集相の形 をとるので、これ を質量分析す るためには試料を気化 させ、 さらには
イオン化 させる必要がある。 しか し試料を単に加熱す るだ けでは試料 が気化す る前に熱分
解が起 こり有用な質量スペク トル は得 られ ない。 したがって高分子量の難揮発性試料 を分
析するには試料 を熱分解 させ ることな く瞬時に気化 させ、気相に抽出す る必要がある。
MALDI法ではレーザー光の波長領域に吸収帯を持つマ トリクス分子 と呼ばれ る物質 と試料
を混合 して結晶化 させる。マ トリクスにナノ秒パルス レーザー光が照射 され ると表面近傍
の薄い層のマ トリクス分子が光を吸収 していっせいに電子励起 され る。試料の脱離 ・イオ
ン化 はこの電子励起エネルギーが極めて短時間内に緩和す ることで生 じた集団的なフォノ
ン励起 による瞬間的な高温 ・高圧状態か ら真空相への分散及びそれに伴 う化学的イオン化
により進行することが提唱 されていた。[6】近年 では分光学的手法により、よ り厳密 な脱
離 ・イオン化メカニズムの解 明が行われてい る。圃
MALDI法がソフ トイオ ン化に成功 した理 由は、照射す るレーザー波長領域に吸収 を持つマ
トリクス分子をエネルギー吸収体 として用い、また試料 に対 して多量に用い ることにより
試料分子を分散 させたため、マ トリクス分子に吸収 された レーザーエネル ギーは熱エネル
ギーなどに変換 され、マ トリクス分子か ら試料 は間接的に照射 レーザーエネル ギーを受け
る。 そのため試料への過剰 なエネルギー供給が抑制 され、適度なエネルギー を受け、ソフ
トレーザー脱離イオン化が達成 された。
1-6質 量分離部
質量分離部においてイオン化 された試料 を分離 し、質量電荷比の近い ピー クを分解する
能力(質 量分解能)と 測定可能質量範囲の二つ の要素が重要である。用いるイオ ン化法な
どにより様々な質量分離部が用い られ る。以下に代表的な質量分離装置 を挙げる。
質量分離装置 原理 ・特徴
SectorMS
磁場 中でイオンにかかるカ を利用す る。磁場の強 さを変化 させ、磁場 中
でのイオンの軌道の曲率を変化 させ ることで質量電荷比に応 じて分離
する。
QMS
四本 のロッ ドを平行に束ねた分離装置で、 ロッ ドに高周波電位 と直流
電位 を重ね合わせた電位 を与 える。イオンをロ ッド問に送 り込む と質
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量電荷比に応 じて振動 しなが ら進み、一定範 囲の質量電荷比のイオン
だけを取 り出す ことができる。測定可能な質量の上限は2000～4000.
四重極 ロッ ドの入 り口と出 口をつ ないで リング状に したもの。安定に
ITMS
振動す るイオ ンは外に出るこ とな く内部 にとどま り、印加す る高周波
の電圧を徐々に強 くしてい くと質量電荷比の小 さいものか ら順 にイオ
ン トラ ップ の外 に 出て く るの でマ ススペ ク トル が得 られ る。
イオ ンを加速 してか ら検 出器 に到達す るまでの時 間に よって分解す
TOFMS
る。原理的に測定可能な質量数範囲に制限がな く、全てのイオンを捨て
ることな く検出可能なため高い感度が実現可能。高感度な測定方法で
ある リニア型 と高い質量分解能が得 られ る リフレク トロン型がある。
イオンサイ クロ トロン共鳴現象を利用 した もので高質量イオンが高分
解能 で測定できる。六面の電極で構成 されたセル中で強磁場 をかける
FT-ICRMS
ことでイオンを回転運動 させ る。それぞれのイオンの回転速度 に応 じ
た周波数信号がすべて混合 して検 出され、それ をフー リエ変換 しマス
スペ ク トルを得る。微量試料で信 号雑音比(SIN比)が大きなスペ ク ト
ルが得やすい。
SectorMS=磁場 型 質 量 分 析 装 置(SectorMassSpectrometer)
QMS=四 重 極 型 質 量 分 離 装 置(QuadrupoleMassSpectrometer)
lTMS=イオ ン トラ ッ プ 型 質 量 分 離 装 置(lonTrapMassSpectrometer)
TOFMS=飛行 時 間型 質 量 分 離 装 置(TimeofFlightMassSpectrometer)
FT-ICRMS=フー リエ 変 換 イ オ ン サ イ ク ロ トロ ン型 質 量 分 離 装 置(FourierTransformationIon
CyclotronMassSpectrometer)
表1-3.質 量 分 析 に お け る主 な 質 量 分 離 装 置[9】
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本実験で用いる質量分析計では飛行時間型質量分離部(TOF-MS)を使用 している。TOF-
MSはイオンを加速、一定距離 を自由飛行 させ、検出器 に到達するまでの時間の違いを利
用 して質量の分離を行 う。 レーザー照射によって電荷を帯びたイオ ンが電位差Voの定常的
な電場 を通過 し、一定のエネルギーを得て加速す る。電場によって加速 されたイオンの速
度 をvは 、電場か ら得 られるエネルギー と、エネル ギー保存則によって求めることができ
る。
zV・-IMV2よ りv一 悟 ・ …(1-6-1)
(z:イオ ンの電荷量、m:イ オンの質量、v:イオン速度、Vo:電位差)
1-6-1式より、速度 の自乗 と質量は反比例 の関係にあ り、速度 と電荷 が比例の関係 が成
り立つ ことが分か る。 よって飛行時間は質量電荷比m/zの関数で表 され ることが分かる。
この ことか らm/zが小 さいほ ど飛行速度は速 くな りm/zが大きいほ ど飛行速度は遅 くな
る。加速部か ら検出部までの距離Lを 飛行す るのにかか る時間tは以下の式に よって求め
られる。
t÷ 爵 …(1-6-2)
よって質量電荷比m/zは飛行時間t、距離L、 電位 差Voを用いて以下のよ うに表す こと
ができる。
m/z一 誓 亡2…(1-6-3)
1-6-3式にお いてVo、Lは 装 置 に よ る定数 なので 、m/zは飛行 時 間 の二乗 に比 例す る。
TOF-MSには リニア型 とリフ レク トロン型 がある。 リニア型 はイオ ンが加速領域か ら検
出器 に到達するまで無限界であ り、直線飛行す ることで飛行途 中に分解 して中性粒子 とな
った分子 も全て検出することができる極めて高感度 な測定法である。 しか し、イオン生成
時の初期エネル ギーの分布 がそのまま飛行時間に反映 され るため質量分解能はそれほど高
くはない。
一方 リフ レク トロン型は加速部でイオンに生 じた運動エネルギーの分布 を収束 させ るこ
とで質量分解能 を高 くす ることができる。加速部で加速 されたイオ ンは運動エネル ギーが
0になるまで リフレク トロン内に進入 し、 リフ レク トロン内で逆向きの電場によって再度
加速 される。 リフレク トロン進入の前後でイオンの運動エネルギーに変化 はないが、 リフ
レク トロン内の飛行距離は進入前のイオンの運動エネル ギーによって異なる。例 えば質量
電荷比の同 じイオンにおいてよ り高い運動エネルギーを持つイオンは長い間 リフレク トロ
ン内を通過するため、運動エネル ギー による飛行時間の広が りを収束す ることができる。
また、 リフ レク トロンを用いることでイオンの飛行距離 が2倍 になるのでイオ ンの質量分
解能が高 くなる。
1-7検 出部
検 出部は質量分離部で分離 したイオンを検出す る部分である。以下に代表的な検 出部を
あげる。
検出器 原理 ・特徴
SEM
多 くの装置で用い られている検 出器であ り、イオンが金属表面に
衝突す ることで複数の二次電子が放 出され る性質を利用 してい
る。イオンの質量が大きいものほど感度が低下する。
PAD
電子増倍管の前にアル ミニ ウム電極 を設置 し、高電圧 を印加す
る。イオンをアル ミニ ウム電極 に衝突 させ、二次電子を放出後、
電子増倍管へ加速す ることで高い電子収率が得 られ る。
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高質量イオ ンを感度 よく検 出することが可能。
二次電子増倍管を連続 した表面で行 う検出器。 ラッパ型のガラス
チ ャ ンネ ル トロ ン 内側 に鉛 を塗布 し、高電圧 を印加す る。鉛の電気抵抗によって連
続 した電気勾配ができ、連続 した電子増倍管のように働 く。
小 さなチャンネル トロンを平面に多数並べたよ うな構造 をしてお
MCP
り、薄い板状 になってい る。表面 と裏面の間に高電圧 を印加 して
使用 し、広い面積 で検 出可能なためイオン収束機能 を持たない
TOF-MSなどに用 い られ る。
数千個の小 さなチャンネル トロンを直線 に配列 したもの。イオン
の焦点面に設置す ることで磁場あるいは電場によって分散 した複
ア レイ検出器 数のイオンを同時に検 出可能。SIN比の大 きいスペ ク トル が得 られ
るが、限 られた範 囲のイオン しか検 出できないので、磁場や電場
を段階的に切 り替 えて必要な範 囲を測定す る。
MCPに生成 した電子雲 をMCPの 裏側に設置 した帯状導電性電極
PATRIC
で検 出す る。イオンが到達 した位置 と時間を正確 に検出でき、磁
場な どを掃引 しながら連続的にアレイ を検出す ることが可能であ
る 。
SEM:二 次 電 子 増 倍 管(SecondaryElectronMultiplier)
PAD:後 段 加 速 型 検 出 器(Post-AccelerationDetector)
MCP:マ イ ク ロチ ャ ン ネ ル プ レー ト(Micro-channelPlate)
PATRIC:位置 ・時 間 分 解 型 ア レイ 検 出 器(PositionandTimeResolvedIonCounting)
表1-4.質 量 分 析 に お け る主 な 検 出 部 【10】
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一般的に広 く用いられ るMCPに ついて記述す る。
MCPの 構造
チャンネル内壁 出力側電極
一
,1
出力■子
一
ス トリップ電轟
卜 噌
MCPの 入.T..__-VD.一 、 デ向 に 電 位 勾 配
雑 ∴ 図i-2・McP'・as造囮 盗軍隷 警炭
物線軌道を描 く。 そ して反対側の壁に衝突 して再び二次電子 を放 出する。 このよ うに して
電子はチャンネルの内壁に何回 も衝突 しなが ら出力側に進んでいき、結果 として指数関数
的に増倍 された電子が取 り出 され る。
■MCPゲ イ ン特性
「口`■」-
101
?
?
?
10一
10s
10s
d[+・L
1-8レ ー ザ ー(LASI
dosほ ずほ をむ ち け
レーザー(LASER) ttte電圧1曲iissionofRadiation(輻射
の誘導放出による光増帖'L'th'Ik-～ …Lr'Hr.'y-'…!'J/1を増幅 して放射するレー
ザー装置を指凱 レーサ 図1'3・MCPの供給電圧 とゲイン[10】1、高輝度 性、制御性があ
る
レーザー発振器 はキャビティ(光 共振器)と 、その中に設置 された媒質お よび媒質 をポ
ンピング(電 子 をより高いエネル ギー準位 に持 ち上 げること)す るための装置 から構成 さ
れ る。キャビティは典型的には2枚 の鏡が向かい合った構造を持っている。波長 の半分が
キャビティ長 さの整数分の一 となるような光は、キャビテ ィ内を繰 り返 し往復 し定常波を
形成す る。媒質はポンピングにより、吸収 よ りも誘導放 出の方が優勢ないわゆる反転分布
状態を形成する。す るとキャビティ内の光 は媒質を通過す るたびに誘導放 出によ り増幅 さ
れ、特 に光がキャビティに共振 し定常波を形成 してい る場合 には再帰的に増幅が行 われ
る。 キャビティを形成す る鏡 の うち一枚を半透鏡に してお けば、そ こから一部 の光を外部
に取 り出す ことができ、 レーザー光が得 られ る。外部に取 り出した ことや キャビティ内で
の吸収 ・散乱等 によりキャビテ ィ内か ら失 われ る光量 と、誘導放 出によ り増加す る光量 と
が釣 り合っていれば、 レーザー光 はキャビテ ィか ら継続的に発振 される。媒質は反転分布
を形成するために、三準位 モデルや四準位モデルな どの量子力学的エネル ギー構造を持 っ
?
??
?????
「
???
「
?
????
?
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ている必要がある。媒質のポンピングは光励起、放電、化学反応、電子衝突等 さま ざまな
方法で行われる。光励起 を用い るものの中には他の レーザー光源 を用い る方法 もある。
ミ ラー 部分透過 ミラー
→
出力光
↑ ↑ ↑ ↑ ↑
ポンピング
図1-4.レー ザー発 振器 の概 略 図
本研究では試料のイオン化を行 うレーザー照射 の際に窒素 レーザーを用いた。窒素 レーザ
ーはガスの レーザーの一種で、放電キャビテ ィの中に0.03気圧 か ら1気圧程度の窒素を
封入 して、高圧放電 によってポンピングを起 こしレーザー発振を行 うものである。発光は
パルス発光で発光時間は数ns程度である。発光波長は337nmで紫外光であるため紫外光
を必要 とす る分野で使 われてきた。窒素 レーザーは紫外領域 に吸収帯を持つマ トリクスの
電子励起を必要 とす るMALDI法でよく用い られてお り、また取 り扱いが簡単で、ゲイン
も高 く容易に発振 し、価格 も安いことか ら色素 レーザーのポンプ ソース等にも使用 されて
いる。
1-9 研究目的
先述 したよ うにLDI法お よびMALDI法は現在広 く普及 しているが、課題 も存在す る。
本節 ではLDI法、MALDI法の課題及び本修士論文の 目的について述べ る。
1-9-1LDI法お よびMALDI法 の課 題
LDI法は照射 レーザー波長域に吸収帯 をもつ分子に関 してはイオン化 がすることが可能
だが、吸収帯 を持たない分子に関 してはイオン化す ることが困難であるとい った欠点が存
在する。
現在MALDI法 には試料 とマ トリクスを混合す ることによる欠点が存在す る。また試料
導入の際 にクロマ トグラフィーなどによる分離を必要 としないことに起因す る課題 も存在
す る。
一つ 目の課題 として試料 とマ トリクスの混合比や混合状態 な どによ り得 られ る結果 が変
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わ り、再現性が高 くない とい う点が挙げられ る。そのためMALDI法では定量分析 を行 うこ
とが困難である。
二つ 目の課題 としてMALDI法 は必要な試料 を分離 して導入する必要がないため、 目的
の分子以外 の分子 もイオン化 および検 出されて しま う。そのため測定試料 に構造異性体な
ど分子量の同 じ分子が含まれている場合、これ らを区別 して検出す ることが不可能 である。
1-9-2本 研 究 の 目的
上記 においてLDI法お よびMALDI法の課題 を挙げた。そ こで本研究ではこれ らの課題
の解決 を図った。
1-9-2-1LDI法
先述 したよ うにLDI法は照射 レーザー波長域 に吸収帯を持 たない分子 に関 しては直接イ
オン化す ることが困難である。 当研究室の先行研究では分子間エネルギー移動の一種 であ
る蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)を利用 して、照射 レーザーを吸収す る分子か らのFRET
によ り照射 レーザー波長 よ りも長波長域 に吸収帯を持つ分子をイオ ン化することに成功 し
た。
本研究ではFRETの 段階を増やす ことによ りレーザー波長 よ りもかな り長波長域に吸収
帯 を持つ分子のイオン化お よび高強度 な検 出を行った。(第3章)
1-9-2-2MALDI法にお け る定量分 析
MALDI法において定量が困難である理 由として結 品中の試料 とマ トリクスの混合状態
が均一でないことが挙げ られ る。そのため構造中にナ ノスケールの細孔を持つゼオ ライ ト
を利用す ることでマ トリクスを細孔中に取 り込みマ トリクスが均一 に分散 した状態を作 り、
それによ り再現性 を高めることができると考 えた。本研究ではゼオライ トを混合 したマ ト
リクスを用いることでMALDI法における定量分析 を行 った。(第4章)
1-9-2-3MALDI法にお け る構 造選 択 的イ オ ン化
MALDI法では異性体を区別 してイオン化お よび検 出す ることが困難である。そこで温度
応答性高分子 と呼ばれる物質 を利用 し、マ トリクスお よび 目的分子 を内包す る。そこから目
的分子 を取 り出す ことで鋳型マ トリクスを作製 し、それ を使用す ることで試料 中の構造異
性体の構造選択的イオン化を行った。(第5章)
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第2章 各実験の測定原理
本章では第3章 か ら第5章 で行 った実験 に関す る測定法や原理お よび解析に用いた数式
とその導出過程 について示す。
2-1 拡散反射
拡散反射法 は、粉末試料の測定においてKBr錠 を作らず、粉末のまま測定する方法である。
光を粉末試料に当てると、粉末表面で正反射 して外部に出る光と、試料内部に入って透過と拡散
を繰 りかえした後に表面にでる拡散反射光(散乱光)とが生じるが、後者を用いて吸収スペクトル
を得る方法である。
拡散反射光 正反射光 入射光
瀬
り ○
図2-1.粉 末 中 の 反 射[1】
拡散反射法は試料を繰り返し透過するので、弱い吸収帯が強調されるために吸光度と試料濃
度が比例しない。しかし、KBrやKCI粉末を比較標準試料として用いて相対的な拡散反射率を求
め、得られたスペクトルをクベルカ・ムンク変換すると、縦軸 は濃度に比例した強度になる。
クベルカ・ムンク変換について以下に述べる。Kを吸光定数、Sを散乱定数、R。を試料の厚さが
無限大のときの反射率とすると、クベルカ・ムンク関数f(R。。)は以下の式で表される。
K(1-R。。)2
f(R・・)二万二2R .。
{をモル吸光係数、Cをモル濃度とすると、KはεCに比例するので、Sが一定であれば求めた
スペクトルをクベルカ・ムンク変換することによって、その縦軸 は濃度に比例した量になる。
2-2 分光法
分光法 とは物理的観測量の強度 を周波数、エネル ギー、時間な どの関数 として示す こと
で、対象物の定性 、定量あるいは物性 を調べ る科学的手段である。
分光法のもとは、可視光の放出あるいは吸収 を研究する分野であったが、光(可 視光)
が電磁波の一種であることが判明 した19世紀以降は、ラジオ波か らY線 まで広 く電磁波
の放出あるいは吸収 を測定す る方法を分光法 と呼ぶ よ うになった。また光の発生、または
吸収スペク トルは、物質固有 のパ ター ンと物質量に比例 したピーク強度 を示す ために物質
の定性 あるいは定量 に、分析化学か ら天文学まで幅広 く応用 され利用 され ている。
最 も一般的な分光法は電磁波を測定する方法であるが、用い る電磁波の波長領域 によっ
て観測できる現象や用いる実験装置が大き く変わ るため、検 出され る電磁波の波長領域 に
よる分類が しば しば行われる。また、測定 され る物理量(吸 収、発光、光散乱等)分 光法
の原理、 目的などによって細か く分類 されている。例えば分子では、可視 ・紫外光では電
子状態が、赤外光では振動状態が、マイクロ波では回転状態 を観測す ることができ、それ
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それ可視 ・紫外分光法、赤外分光法、マイクロ波分光法 とよばれている。化学反応 などの
解析 では、測定す る物理量が時間に対 して どのよ うに変化す るかを測定す る時間分解分光
が行 われる。通常の化学反応 の場合、ス トップ ドフロー法な どを用いて急速に試薬 を混合
し、スペク トルの時間発展を観測 して反応 中間体や反応速度 を求める。光化学反応 の場
合、超短パルス レーザー を使用 しスペ ク トルを測定す ることで、極めて速い反応であって
も進行する様子 を確認す ることができる。
2-2-1蛍 光分 光法
蛍光分光は光照射等によ り試料 を励起 し、その後 自然放出によって電子励起状態から電
子基底状態になるときに発す る光の強 さを光子 のエネル ギーの関数 として表す。蛍光が発
せ られ る過程をJablonskiのダイアグラムで説明す る。
一重項状態
三重項状態
?
吸収
基底状態S。
A 振i動緩和
「「
蛍光
㌻
内部変換
項間交差
燐光
F■「1
/
?
図2-2.Jablonskiのダイ ア グ ラ ム
まず分子は通常室温では電子基底状態の振動サブ レベルの基底状態にほ とん ど存在す
る。 これに電子状態問のエネルギーに共鳴す る光を照射す ることで電子励起状態へ遷移 さ
せ る。 この遷移はフェム ト秒程度の時間スケールで起 こり、この間振動な どによる原子核
の位置の変化は無視できる(Frank-Condonの原理)。また一般 に電子励起状態の平衡核問
距離は電子基底状態 よりも長い。 このため遷移 の結果、電子基底状態の振動励起状態 と重
な りの大きい電子励起状態の振動励起状態 に到達す る確率が高い。電子励起状態の振動励
起状態や第二電子励起状態に到達 した分子 は、分子 内緩和や無輻射遷移な どの多 くの緩和
過程 によって ピコ秒の時間スケールで第一電子励起状態の振動基底状態に戻 る。 この第一
電子励起状態か らの自然放出による発光が蛍光 スペ ク トルである。 この発光確率はアイン
シュタインのA係 数で記述 され、個 々の分子の種 によって異なるが、通常ナ ノ秒の時間ス
ケール によって起 こる。Jablonskiダイアグラムからも分かるよ うに、発光のエネルギーは
吸収のエネルギー より低エネルギーになっている。 これは、吸収 された光よ りも蛍光によ
って発光 された光のほ うが長波長 になることと同義で、この波長 のシフ トをス トー クスシ
フ トと呼ぶ。また第一電子励起状態(一 重項)か ら励起三重項状態へ と移行(項 問交差)
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し、その後基底状態 に戻 る発光を燐光 と呼ぶ。蛍光分光法に関わ りのある物理量に蛍光寿
命が挙げ られる。
蛍光寿命は励起状態か らの緩和過程 に関す る情報 を含 んだ非常に重要な値であ り、励起
状態から基底状態への緩和時間より求 めることができる。S1状態にある分子の数の減衰速
度定数 をk、S1状態の最初の分子数 をnoとす ると、ある時間tにおける分子数nは 次 の微
分方程式式2-2-1を積分 して式2-2-2で表 され る。
　れ一 二 一nk ...(2-2-1)　
nニnoexp(-kt)...(2-2-2)
式2-2-2で表 され る減 衰 は 単 一 指 数 関数 的減 衰 とい う。 こ こでnがnoの1/eに な る 時 間
を 蛍 光 寿 命Tと して 定 義 す る。 よ っ て 式2-2-2にnニno/e、tニTを代 入 す る と
坐 一n。exp(-k。)
θ
.'.e-1ニ θ 一κτ
すなわちkTニ1あるいはkニ1/Tとなる。 これ は蛍光寿命 と減衰速度が逆数の関係 にあるこ
とを示 している。Jablonskiのダイアグラムに示す よ うにS1状態か らの緩和は蛍光、内部
変換、項間交差な どの過程が競合 して起 こる現象である。先述のよ うに各遷移確率はs'1
で表 される速度定数で定義できるため、蛍光の速度定数 をkF、内部変換の速度定数 を
klc、項問交差をklsc、その他 の反応な どの速度定数 をkDとす ると、励起状態か らの緩和速
度定数kは 以下の式で表 され る。
kニkF+klc+k∬∫c+kD
ここで蛍光以外の緩和過程がまった く起 こらない と仮定す るとkニkFとな り、 この ときの
蛍光寿命 を 自然放射寿命 といいτoニ1/kFと表 され る。 これは分子がS1状態か ら蛍光 を放
つ確率であ り、アイ ンシュタイ ンにより次 の式で与 えられてい る。
3h
τoニ64
π・ラ・μi。
ラは遷移 に伴 う光 の波数(cm-1)、hはプランク定数、ploは電子遷移(S1←So)の遷移モ
ー メン トである。 吸収スペク トルの積分強度は遷移モーメン トploの二乗に比例するの
で、 この値か ら自然放射寿命 を概算す ることができる。一般 に一重項励起状態 の自然放射
寿命 は先述 したよ うにナ ノ秒 の時間領域である。通常観測 され る蛍光寿命 は蛍光以外の過
程 も含んだ値 であるため、次式のよ うに表 され る。
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　　　　kk
F+klc+k∬∫c+kD
この値が実際に蛍光寿命 として測定 され る値である。 また、TとToの比は蛍光量子収率
(ΦF)といわれ、次式で表 され る。
τkF
τokF+んκ+k∬sc+kD
っま り、上記の ように吸収 スペ ク トルか らτoを求め、実験値τとの比較か ら蛍光量子収率
を求めることができる。
以上の ように、蛍光寿命 を測定す ることが分子の励起状態か らの緩和過程 を観測す る有
力な手法であ り、非常に重要 な値であることを意味 してい る。次に蛍光寿命 を測定す る際
に必要な手法である時間分解分光法について説 明す る。
2-2-2時 間分解 分 光法
時間分解分光法(超 高速分光法)は 先述 したよ うに蛍光寿命を測定す る手法 として用い
られている。また電子励起状態や さらには分子が置かれた様 々な物理化学的情報 さえも取
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得できる手法であ り、現在物理学や物理化学の分野 において注 目を浴びてい る分光法 とな
っている。物理化学的情報 とは光化学反応過程、分子内振動、光電子励起状態 の寿命、分
子の回転異方性や溶媒和過程等が含まれるが、チタンサファイア レーザー等の超高速パル
ス レーザーが開発 されたことによる影響は計 り知れ ないもの となってい る。本研究では時
間分解蛍光分光法を用いた。
時間分解蛍光分光法は蛍光寿命の情報だけでなく、分子の置かれている様々な物理化学
的情報(光 化学反応過程、分子内振動、電子励起状態の寿命、分子の回転異方性や溶媒緩
和等)を 得 る うえで非常に有効な分光手法である。本研究ではス トリー クカメラを用い
た。 ス トリークカメラの構造 は以下に示す。
スリット
光
⇒
光電面(光→電子)
＼
加速電極
(電子を加速)
＼
掃引雷極
(電子を上方から
　　へ　る　
＼
MCP(mlcrochannelplate)
(電子を増倍)
　　　
/(=3t-'t)
?
ー
?
図2-3.ストリー クカ メ ラの概 略 図
まず入射 した光が光電面によって光か らその光の強度 に応 じた数の電子 に変換 され、そ
の後加速電極によって電子を加速す る。掃 引電極には時間によって変化す る高電圧 が印加
されているため、電子が掃引電極 を通過す る時間によって電子は垂直方向に振 り分けられ
る。 その後MCPに て電子を数1000倍に増倍 され、蛍光面にて再び電子か ら光に変換 され
る。 これによ り蛍光面では垂直方 向が時間軸、水平方向が光の強度に比例す る電子数 を表
す軸 とな り、時間分解蛍光を測定す ることができる。また、分光器 と組み合わせ ることで
様々な波長の時間分解蛍光を測定す ることができる。
2-3 レー ザー(LASER)
レー ザー につ い ての概 略 は1-8で述べ た。 こ こで は本研 究 で用 いた レー ザー にっ いて 述
べ る。
2-3-1チ タ ン サ フ ァイ ア(Ti=Sapphire)レー ザ ー
チ タ ンサ ファイ ア レー ザ ー は固体 レー ザー の一種 で あ る。 レーザ ー媒 質 にはサ ファイ ア
にチ タ ンを ドー プ した結 晶 を使 用 す る。発 振 可能 な波長 は650nm～1100nmの可視 か ら
近 赤外領 域 に か けてで あ るが、一 番効 率 よ く発 振 で き るのは波長800nmで あ る。励 起源
(ポン ピン グ)に はアル ゴン レー ザー やNd=YAG、Nd=YLF、Nd=YVO4の第2高 調波 が用
い られ る。 チ タ ンサ フ ァイ ア レー ザー はモー ド同期 発振 に よ り超 短 パル ス発振 が可能 な た
め、超 短パ ル ス とそれ に伴 う非線 形現 象 の研 究 に使 用 され てい る。 通常 の繰 り返 し周 波数
は70MHzか ら90MHzで あ り、出力 され るエ ネル ギー は0.5Wか ら1.5W程 度 で あ る。
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また、増幅器 により単パルスあた りのエネル ギー を数mJに まで高めることができる。
この増幅はチャープパルス増幅法 を用いてい る。チャープパルス増幅法 とは一度発振 した
超短パルス レーザー光を2枚 の回折格子で構成 されてい るパル ス幅伸張器を使用す ること
でパルス幅 を広 げ、その後 レーザー発振器 と似た構造を してい る再生増幅器内で増幅 し、
最後にパルス圧縮器 を使用 して圧縮す る手法である。一度パルス幅を広げる主な理由とし
て、パルス幅が小 さい と増幅時の光強度が極端 に大 きくなるため レーザー光が光学系 を通
過する際に レンズや ミラーを破壊 して しま うことが挙げ られ る。 また、数十 フェム ト秒 の
レーザーパルスは レンズや ビームスプ リッター等の透過系の光学素子を通過す るとパル ス
幅が長 くなって しま う性質があるので、パルス幅を短い状態 に保つ ことにも有効である。
2-4 解析法
時間分解蛍光測定 によって得 られたスペ ク トルか ら様 々な情報 を取 り出すには数式 を用
いたfittingによる解析 が必要不可欠 である。ここではガウス関数 と蛍光強度を表す指数 関
数の コンボ リューシ ョンに よる本研究で用いたfittingの関数 導 出方法を示す。
2-4-1コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン[2,3】
コンボ リュー ション(畳 み込み積分)と は2つ の関数f,gから求められ、関数fを 平行移
動 しなが ら関数gを 足 し合わせ る二項演算であ り、f・gと表 され、式は以下に示す。
アω ・9ω 一ff(亡)9(x一亡)dt
コンボ リュー ションによって得 られ るグラフは横軸がx軸 、縦軸が平行移動 している関
数fと 関数gの 重な り積分で表 され る。
tニ0
- ■
Overlap
tegraIL
幽
t
図2-4.コ ン ボ リ ュー シ ョ ン の 説 明 図
主にコンボ リュー ションは電気信号の応答や光学像のぼけ、に じみなどを表現するのに
用い られる。
2-4-2ガ ウス関数 の導 出
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ガ ウス 型 の 一 般 式 は 以 下 の 式 で 表 され る 。
γ 一h・xp(X2rt2)…(2-4-1)ゆ
x=oのときy=bで あ るので 、半値 はb/2であ う。 この ときのxの 値 は以 下 の よ うに な る。
1-h・xp(X2α2)
in(i)一一差
∴κ=αViii2
ガ ウ ス 型 の 半 値 全 幅(FullWidthHalfMaximum;FWMH)は2xなの でFWMH=2αViii2≡ △と
す る と
△
α ニ
2VflT2
となるので、以上 より半値全幅で表 したガウス型関数は以下のように表せ る。
y-h・xp(-4暴2κ2)…(2-4-2)
最後に式2-4-1のガ ウス関数 の積分値 を1に 規格化す る。
　 　
工。.h・xp(κ一α2)dx-・
上の式 において積分公鵡 蝋 一融 一涯 ・蜘 一売 を代入 して以下の式が得
られ る。
唐P(X2α2)dx-abVii-2畿わ一・
2Vfif2とな る
。 得 られ たbの 値 を式2-4-2に代入 して以下 の ガ ウス関数 の式 が得よ ってbニ ム而
られ る。
γ一lff・xp(一睾2め …(2-4-3)
2-4-3蛍 光寿命 曲線
ア ン トラセ ン、テ トラセ ン、ペ ンタセ ン のエ ネル ギー移動 は以下 の よ うに表 せ る。
klk2k3
Ant→Tet→Pen→
こ の と き の 各 成 分 の 励 起 状 態 の濃 度 変 化 は 以 下 の式 に よ っ て 表 せ る。
d[Ant]
=-kl[Ant]
dt
d[Tet]
=kl[Ant]一k2[Tet]
dt
d[Pen]
ニk2[Tet]一k3[Pen]
dt
以 上 の 式 か ら求 め られ る 各 成 分 の 励 起 状 態 の濃 度 は 以 下 の 式 の よ うに な る。
[Ant]ニAoexp(-kit)
kl[
Tet]=Ao[exp(-k2t)-exp(-kit)]k
l-k2
[P・n]一義 点[{・xp(-k・t)-exp(-k・t)}-li≡iit'{・xp(-k・t)-exp(-k・t)}1
また、ある波長 入(nm)における蛍光寿命は以下の式で表せ る。
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1ニ α1(λ)[Ant]十α2(λ)[Tet]十α3(λ)[Pen]…(2-4-4)
よ っ て 各 成 分 の 濃 度 の 式 を式2-4-4に代 入 す る と以 下 の 式 が 得 られ る。
1=Alexp(_klt)十A2exp(_k2t)十A3exp(-k3t)…(2-4-5)
こ の 式 が ア ン トラセ ン 、 テ トラセ ン 、 ペ ン タセ ン系 に お け る蛍 光 寿 命 曲線 の 式 で あ り、3
つ の 指 数 関 数 の 式 で 表 す こ とが で き る。
2-4-4ガ ウス関数 と蛍 光寿命 曲線 に よる コ ンボ リュー シ ョン
蛍光寿命 曲線は式2-4-5のよ うに指数関数によって表 されるが、検出機器がガウス関数
型のパルスを持つため、ガ ウス関数を装置応答 関数 として、蛍光寿命 曲線 との コンボ リュ
ー ションを考える必要がある。
式2-4-3のガ ウス関数 を平行移動 しなが ら、式2-4-5の蛍光寿命 曲線 とのコンボ リュー
シ ョン につ い て考 え る・ まず 、 ガ ウス関数ア(x)-2蕪 ・xp(一讐 κ・)と1成分 のi旨鞭 数
9ω 一A・xp(-kx)のコンボ リュー シ ョンについ て教 る。 また、 ・一 、fl、とす る。 この と
き2つ の関数 の コンボ リュー シ ョン は以 下 の式 の よ うにな る。
f(・c)・9(x)一臨 ア(亡)9(x一亡)dt一胤 毒 ・xp(一誓)・蜘[-k(pc一 亡)]dt…(2-4-6)
また 、 こ こで議 論す るのはκ一亡>0の範 囲 なの でx>亡の範 囲 の積分 につ い て考 え る。 よっ
て式2-4-6は以下 の よ うに変形 で き る。
ん瀞(÷kx+kt)dt
一誌 断 砿 α∞(÷kt)dt
一誌 断 砿 αΦ俵 一等∫+穿}砒
一th・xp(-kx)・xp(等)島・xp{-1(t一肇ア}d亡…(2-4-7)
こ こで1(ck亡一一
2)2-u・とす る と以 下 の2っ の式 が導 力・nる。
岩(ck亡一一2)一祝
1
-dt=du
ごだ　
こ こ でtの 積 分 範 囲 が 一・・→Xの ときUの 積 分 範 囲 は 一・・→7i;(κ一一2)とな る。 こ こで α ニ
ごに　
77(x-7)とす る と式2-4-7は以下 の よ うに書 き換 え られ る。
誌 断 ㎞)exp(fk2)摩断 融
ここで積分公鵡 蝋 一漁 一霧 より蜘 ま以下のようになる・
Xiexp(-kx)exp(Elk;:2)面穿+唐P働
ここで誤差関数erfω一溜 ・xp(一亡2)dtを導入す ると拭 は以下のように変形できる・
一蕩 断 ㎞)exp(Elki:2)乎[・+erf(a)]
一 書・xp(-kx)・xp(穿)[・+erf(α)]…(2-4-8)
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式2-4-8がガ ウ ス 関 蜘 κ)-2藩 ・xp(_41n2×2△2)と1成分 の 指 数 関数9ω 一A・xp(-kx)・
コ ンボ リュー シ ョン に よっ て得 られ る関数 で あ る。
蛍光寿命 曲線は複数の指数 関数の和 によって表 され るため、ガ ウス関数 と蛍光寿命 曲線
のコンボ リュー ションによって得 られ る関数は以下の ように表せ る。
Σ。守 ・xp(-k。x)・xp(箏)[・+・・f(α)]…(2-4-9)
本研究では、得 られた時間分解蛍光スペ ク トルの解析 を行 うにあた り式2-4-9をfitting
の関数 として使用 し、蛍光寿命 な どの情報 を得た。
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第3章 蛍光共鳴エネルギー移動を用いたレーザー脱離イオン化の研究
3-1 背景
3-1-1緒 言
レーザー脱離イオン化法は照射 レーザー波長域 に吸収帯 を持つ分子は レーザー によって
脱離およびイオ ン化 に必要なエネル ギーを供給す ることができるが、吸収帯 を持たない分
子 に関 しては レーザーによってエネル ギーを供給す ることが困難であるため分子間でのエ
ネルギー移動 を用いることによってエネルギー を供給す ることが可能 になる。 当研究室 の
先行研究では分子 間エネルギー移動 の一種であ る蛍光共鳴エネル ギー移動(Fluorescence
resonanceenergytransfer:FRET)を利用 して、多環芳香族炭化水素(Polycyclicaromatic
hydrocarbons:PAHs)の一種であるアン トラセンとテ トラセンを用いてMALDI法 の脱離
メカニズムを解明す る研究を行ってきた。[1]
ア ン トラセ ンとテ トラセ ンか らなる混合結品に レーザー を照射す ることでアン トラセ ン
が光励起 し、励起子を形成す る。アン トラセ ンの蛍光スペ ク トル とテ トラセンの吸収 スペ ク
トルに重な りがあるため、混合結晶内においてアン トラセ ンか らテ トラセンに励起子 を通
じてFRETが 起 こることでテ トラセ ンが励起、イオン化 し、質量分析測定によって検 出す
ることが可能であると先行研究によ り示 されてい る。
そ こで本章では、PAHsの一種であるアン トラセ ン(Ant)、テ トラセ ン(Tet)、ペンタセン
(Pen)を用いてそれ らの3種 混合結品(ATP結品)を作製 し、図3-1に示す ようなアン トラセ
ンか らテ トラセ ン、さらにテ トラセンか らペ ンタセ ンへの二段階のFRETを利用 して照射
レーザー波長か ら離れた波長域 に吸収帯を持つ分子の質量分析計での高強度な検 出お よび
時間分解蛍光分析 を用いて二段階FRETのメカニズムの解明を目的 として研 究を行 った。
レーザー＼ FRETFRET
⇒ ⇒
アントラセン テトラセン ペンタセン
図3-1.目的の二 段 階FRET
3-1-2多 環 芳 香 族 炭 化 水 素(Polycyclicaromatichydrocarbons:PAHs)
多環芳香族炭化水素 とは芳香族環を2つ以上有す る炭化水素の総称であ り、代表的な も
のとしてベ ンゼ ン環 を3つ もつアン トラセ ン、フェナ ン トレンな どが挙げ られ る。PAHs
は四員環や五員環、六員環、七員環のものなどがあるが、その うち六員環 のものが最 も有
名であ り、六員環のみで構成 され るものを結合交代多環芳香族炭化水素(alternantPAHs)と
呼ばれ、その うちいくつかのものはベ ンゼ ノイ ド多環芳香族炭化水素 と呼ばれ る。6個以
下の結合芳香環か らなるPAHsを小 さなPAHs、6個より多い ものを大きなPAHsと呼ばれ
る。
PAHsは一般的に高融点、高沸点であ り、蒸気圧 と水に対す る溶解度は非常に低 く、分
子量が大きくなるにつれ融点、沸点は上昇 し、蒸気圧、水に対す る溶解度 は減少する。
PAHsは有機物の不完全燃焼や熱分解 により生成 し、その発生源 は自然 由来、人為的由来
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ともにある[2】。 自然 由来のものとして森林火災、火 山噴火な どが挙 げられ、人為的由来な
もの として化石燃料の燃焼やデ ィーゼル車か らの排 出な どが挙げ られる。
アメ リカ合衆国環境保護庁(USEPA)は2008年1.月にPAHsのうちの28の物質 を危険な
汚染物質 として認定 した。PAHsは人体に有害であり、その中には発がん性、遺伝子変異
性、内分泌撹乱作用 をもつ ものもある[3】。 中でもベ ンゾ[a】ピレンは初めて発がん性が報告
されたもの として有名 である。またPAHsは喘息や花粉症な どのア レルギーを引き起 こす
ことも報告 されてお り、 自動車の多い都市や排ガスが多 く放 出され る工業地帯ではPAHs
を含む大量の排煙 による肺がんな どの疾患の増加が大きな問題 となっている。
PAHsはその環構造の違いか ら物質 ごとに特徴的かつユニー クなUV吸収帯をもっ。 ま
た、PAHsの多 くは蛍光性を示 してお り、特徴的な波長の光を放出する。 これ らの特徴に
よ りPAHsのある組み合 わせでは、一方の分子が ドナー分子 として、 もう一方の分子がア
クセプター分子 として働 き、エネルギー移動が起 こることが報告 されている。PAHsの一
例 を以下に示す。
＼ミ ＼ミ ＼ミ
ノ〃 ノ〃 ノ〃
アントラセン
＼ミ ＼ミ ＼ミ ＼ミ
ノ〃 ノ〃 ノ〃 ノ〃
テトラセン
＼ミ ＼ミ ＼ミ ＼ミ ＼ミ
!〃 ノ〃 ノ〃1多 ノ〃
ペンタセン
フェナントレン
クリセン
トリフェニ レン
グ
黛
?
?
?
?
ノ〃 ノ〃
ピレン
ベンゾ[a】ピレン
ペリレン 2,3一ベ ン ズ トリフ ェニ レン
轟
アセナフテン
ク
＼
＼
コロネン ベンゾ[e]ピレン
∠
フルオレン
図3-2.代表 的 なPAHs
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3-1-3蛍 光共 鳴エ ネル ギ ー移 動
近接 した2つ の色素分子間で一方の光励起状態 の分子が脱励起する際のエネル ギーを放
出する際に、蛍光を放出せず に電子の共鳴によってエネルギー移動が起 こることがある。こ
のことを蛍光共鳴エネルギー移動(Fluorescenceresonanceenergytransfer=FRET)とい う。
この とき、エネルギー を放出す る分子を ドナー分子、エネルギー を受け取 る分子をアクセプ
ター分子 とい う。まず ドナー分子 が光を吸収 し、光励起す る。 ドナー分子が脱励起する際に
このエネルギーがアクセプター分子に移動 し、アクセプター分子が励起する。アクセプター
分子が蛍光分子の場合は蛍光を放出す るので、アクセプター分子の蛍光のみ観測 され る。
FRETが起 こるための条件 として ドナー分子 とアクセプター分子の距離が1～10nmである
こ と、 ドナー分子の蛍光スペ ク トル とア クセプター分子 の吸収スペ ク トル の重な り積分が
あること、 ドナー分子 とアクセプター分子の双極子 に重 な りがあることな どが挙げ られ る。
FRETが十分に起 こっているかをあ らわす指標 としてFRET効率がある。FRET効率を下記
の式のよ うに定義 される。
1
Eニ6
・+(R
o)
こ こでEはFRET効 率 、rは ドナ ー分子 とア クセ プ ター分 子 の距離 、Roは フェル ス ター
距 離 とい い、FRET効率 が0.5とな る ドナ ー、ア クセ プター 距離 で あ り、下記 の式 に よ って
定 義 され る。
R8-lll畿 ∫あ伽(z)z・dZ
Qoはアクセプター分子がない場合 の ドナー分子 の蛍光量子収率
nは媒体の屈折率
NAはアボガ ドロ数
Kは双極子配向因子
fD(λ)は規格化 された ドナー分子の発光スペク トル
靹(λ)はアクセプター分子のモル吸光係数である。
両方 の色素が 自由に回転 してお り、励起状態寿命の間は等方的に配向 してい ると考え ら
れ るときK2ニ2/3と仮定す ることができる。色素が固定 されていた り、 自由に回転すること
ができない ときは正 当にK2=2/3と仮定す ることはできないが、多 くの場合色素分子の再配
向は十分に平均化 し、またK2がR8に比例す ることか ら算出され るエネルギー移動距離の大
きな誤差にはな らない。また、フェルスター距離の式において積分部分 は ドナー分子の蛍光
スペ ク トル とア クセプター分子 の吸収スペク トル の重な り積分である。重 な りが大 きけれ
ば大きいほ どFRET効率も高 くなる。
このよ うにFRET効 率は ドナー分子 とアクセプター分子の距離 と ドナー分子の蛍光スペ
ク トル とアクセプター分子の吸収スペ ク トルの重な り積分に依存す る。 ドナー分子 とアク
セプター分子の距離が小 さくなればなるほ ど、 ドナー分子の蛍光スペ ク トル とアクセプタ
ー分子の吸収スペク トルの重 な り積分が大きくなれ ばなるほ どFRET効率は高 くなる。
3-2 質量分析
当研究室では先行研究 としてアン トラセ ンとのテ トラセ ンの2混 合結品にお けるFRET
の研究が行われてお り、その際のアン トラセンとテ トラセンの混合比は100:1で実験が行
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われていた。しか し、その混合比における結果 も十分 とは言 えず、よ り最適 な混合比が存在
す る可能性があると考えたため、本項ではア ン トラセ ン、テ トラセ ン、ペ ンタセ ン3種 混合
結晶における最適 なアン トラセ ン、テ トラセ ン混合比 について検討 を行 った。なお本章 にお
ける混合比 とはモル混合比を指 している。
3-2-1ア ン トラセ ン、テ トラセ ンの混合 比 につ いて の検討
3-2-1-1試料調製 お よび 実験 条件
まず ア ン トラセ ン の トル エ ン溶 液3.3×10-3[mol/dm3]と、テ トラセ ンの トル エ ン溶 液
3.3×10-4[mol/dm3]、さらにペ ンタセ ンの トル エ ン溶 液3.3×10-4[mol/伽3]を調 製 した。
次 に これ らを適 量ず っ混 合 し、様 々 な物質 量比 の3種 混合 試料 溶液 を調 製 した。また 、各溶
液 のペ ンタセ ン濃度 が等 しくな るよ うに トルエ ンを適 量加 えた。 調製 した混合 試料 溶液 と、
調製 した 際に使 用 した元 の溶 液 の混合 比 は次 の表 に示 す。
表3-1.測定 した試料 と調製方法
試料 アントラセン、テトラセン、
ペンタセンの物 質量比
アントラセン
溶液
テトラセン
溶液
ペンタセン
溶液 トルエン
1 10:1:1 10μL 10μL 10μL 90μL
豆 20:1:1 20μL 10μL 10μL 80μL
皿 30:1:1 30μL 10μL 10μL 70μL
】V 40:1:1 40μL 10μL 10μL 60μL
V 50:1:1 50μL 10μL 10μL 50μL
VI 100:1:1 100μL 10μL 10μL 0μL
上記 の各試料溶液 をそれぞれ2.0μLステンレス基板上 に滴下 し、溶媒を揮発 させた後
MALDImicroMX(Waters社製)に導入 し、測定を行 った。測定条件は下記 に示す。
測 定条 件
レーザ ー波 長337nm
レーザ ーパ ワー6.90μJ
積 算 回数200shots
3-2-1-2結 果
まずペ ンタセ ンの直接励起による影響を検討す るため、ペ ンタセン単結晶で質量分析 を
行 った。測定方法は上記の濃度のペ ンタセ ン溶液を2.OpLステ ンレス基板上 に滴下 し、混
合結晶と同様の手順で測定を行った。ペ ンタセン単結晶でのマススペク トル を図3-3に示
す。
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図3-3.ペンタセ ン単結 晶 のマ ススペ ク トル
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この ときペ ン タセ ン由来 の ピー クの シグナル ノイズ 比(SIN)は2.6であ り、一般 に ピー ク
と して認 定 す る こ とが で きるSINが3を 下 回っ てい たた め、ペ ンタセ ン単結 晶 での検 出に
は至 らな かっ た。
次 に二段 階FRETを 利 用 した質 量 分析 を行 うため試 料1、II、V,VIに っ い て測 定 を行
った。 そ の結果 を図3-4に示す 。
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図3-4.アン トラセ ン とテ トラセ ンの混合 比 を変化 させ た ときの ピー ク強度 比 の変化
図3-4は横軸にア ン トラセ ンとテ トラセ ンの混合比、左軸 にテ トラセ ンとアン トラセン
のマススペ ク トルのピーク強度比、右軸にペ ンタセ ンとア ン トラセンの ピー ク強度比を と
った ものである。分子間でのエネルギー移動が十分に起 こっているとき、ドナー分子のピー
ク強度比は減少 し、アクセプター分子のピー ク強度比は増加す ると考え られ る。従ってアン
トラセ ンとテ トラセ ンの混合比が20対1の ときに効率 よくFRETが起 きていることが示
唆 され るが、混合比が20対1か ら50対1の 問により最適な混合比が存在す る可能性が考
え られ るため、引き続 き試料II,皿,IV,Vについて同様 に実験を行った。その結果 を図3-
5に示す。
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図3-5.アン トラセ ン とテ トラセ ンの混合 比 を変化 させ た ときの ピー ク強度 比 の変化
図3-5の結果 よ りア ン トラセ ン とテ トラセ ン の混 合比 が20対1の とき最 も効率 よ く 目的
の二段 階FRETが 起 き てい る こ とが分 か った。 また 平成25年 度藤 森修 論 よ り波 長337nm
にお け るア ン トラセ ン、テ トラセ ン、ペ ンタセ ンのモ ル 吸光係数 はそれ ぞれ3298、2048、
1707と算 出 され て い るので 、それ らに混合 比 もを加 味 して考 え る とAnt:Tet:Pen=20:1:
1混合 結 晶にお ける各分 子 の吸光 度比 はAnt:Tet:Pen=1:0.0.3:0.02とな り、 吸光度 比 に
比 べ てテ トラセ ン、ペ ンタセ ンの ピー ク強 度比 はそ れ ぞれ約100倍 、10倍大 きい値 とな っ
た。 この こ とか らも効率 よ くFRETが 起 き てい る こ とが示 唆 され る。 この混 合 比に お ける
マ ス スペ ク トル を図3-6に示す 。
一27一
2500
2000
今
=
ε
診1500'あ
⊆
£
.⊆1000
500
0
??
[Tet】
/
[Pen】
100150200250
m/2
図3-6.Ant:Tet:Pen=20:1:1混合 結 品 の マ ス ス ペ ク トル
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図3-6よりアン トラセン、テ トラセン、ペ ンタセンの混合比が20対1対1で は高強度 に
ペ ンタセ ンを検出す るには至 らなかった。 そのためア ン トラセ ンとテ トラセ ンの混合比 を
20対1に 固定 し、テ トラセ ンとペ ンタセ ンの混合比を変化 させ、ペ ンタセンをより高強度
に検 出することのできる混合比について検討を行った。
3-2-2テ トラセ ン、ペ ンタセ ンの混 合比 につ い ての検 討
先述の結果 よ りアン トラセ ンとテ トラセ ンの混合比が20対1の とき高効率 に二段階
FRETが起 こることが分かった。次 にペ ンタセ ンをよ り高強度 に検 出す るためテ トラセ ン
とペンタセ ンの混合比について検討を行った。
3-2-2-1試料調製 お よび 実験 条件
先程 と同様 にア ン トラセ ン の トルエ ン溶 液3.3×10-3[mol/dm3]と、テ トラセ ンの トル エ
ン溶液3.3×10-4[mol/伽3]、さらにペ ン タセ ンの トル エ ン溶液3.3×10-4[mol/dm3]を適
量 混合 し、様 々 な比 の3種 混合 溶液 を調 製 した。調製 した混合 試料 溶液 と、調 製 した 際 に使
用 した元 の溶液 の混 合比 は次 の表 に示 す。
表3-2.測定 した試料 と調製方法
試料 アントラセン、テトラセン、
ペンタセンの物 質量比
アントラセン
溶液
テトラセン
溶液
ペンタセン
溶液
トルエン
一28一
1 20=1=0.5 20μL 10μL 5μL 95μL
豆 20:1:1 20μL 10μL 10μL 90μL
皿 20:1:2 20μL 10μL 20μL 80μL
四 20:1:3 20μL 10μL 30μL 70μL
V 20:1:10 50μL 10μL 100μL 0μL
また混合結晶の作製方法および実験条件 は先程 と同 じである。
3-2-2-2結 果
試料1か らVま での測定結果を図3-7に示す。
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図3-7.テトラセ ン とペ ン タセ ンの混合 比 を変化 させ た ときの ピー ク強度 比 の変化
図3-7は横軸にペ ンタセンとテ トラセンの混合比、左軸にテ トラセンとアン トラセ ンの
マススペ ク トルの ピーク強度比、右軸 にペンタセンとアン トラセ ンのピーク強度比 をとっ
たものである。
先程 と同様 に分子間でのエネル ギー移動が十分に起 こっている とき、 ドナー分子の ピー ク
強度比は減少 し、アクセプター分子の ピーク強度比は増加する と考 えられるため、ペンタセ
ンがテ トラセンの10倍の ときより高強度 にペ ンタセンを検 出できてい ると思われ る。その
混合比 にお けるマススペ ク トルを図3-8に示す。
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図3-8.Ant:Tet:Pen=20:1:10混合 結 品 の マ ス ス ペ ク トル
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図3-8よりAnt:Tet:Pen=20:1:10のときペ ンタセ ンを高 強度 に検 出す るこ とがで きた。
また 図3-9に 示す よ うにペ ン タセ ンの混合 比 を よ り大 き くした ところ、ペ ン タセ ンの ピー
ク強度 比 が増加 し、 よ り高 強度 に検 出す る こ とが で きた。
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図3-9.テトラセ ン とペ ン タセ ンの混合 比 を変化 させ た ときの ピー ク強度 比 の変化
以上の結果よ りアン トラセ ンとテ トラセ ンの混合比が20対1か っペンタセ ンの混合比が
テ トラセンの10倍以上の ときペ ンタセンを高強度 に検 出す ることに成功 した。
3-2-3ア ン トラセ ンか らペ ンタセ ンへ のFRETに つ いて の検討
以上 よりペンタセ ンを高強度に検出することには成功 したが、そのFRETの 過程につい
て図3-10に示す よ うな3つ の可能性 が考え られ る。まず一つ 目は図3-1にも示 したよ うな
二段階FRETに よるエネル ギー移動である(1)。二つ 目に考え られ るのはエネルギーがテ
トラセ ンを経由せず に、アン トラセ ンから直接ペ ンタセンへ移動 している場合である(rD。
最後にこれ ら両方が同時に起 きてい る可能性が考え られ る(皿)。そこで今 回検出に成功 し
た際に起きていたエネルギー移動が ここに挙げた3つ の うちの どのプロセスによって起 こ
った ものか検証す るためにAnt:Tet:Pen=20:1:10の混合結晶か らテ トラセ ンを取 り除い
たAnt:Pen=20:10の混合結晶の質量分析計にお ける測定を行 った。
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図3-10.考え られ るFRETの パ ター ン
先述 の濃 度 のア ン トラセ ン とペ ンタセ ンの試 料溶 液 を用意 し、ア ン トラセ ン溶液 を20μL、
ペ ンタセ ン溶 液 を100μL、 トル エ ン を30μLと って混 合 し、 それ らの混 合溶 液 の うち2.0
μLをステ ン レス基板 上 に滴 下 し、同様 の実験 条件 で測 定 を行 った。そ の結果 を図3-11に示
す。
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図3-11.Ant:Pen=20:10のマ ス ス ペ ク トル
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図3-11より混合結晶中にテ トラセンが存在 しない場合ペ ンタセンのSIN=2.5とな りペ
ンタセンを検 出することができなかった。 そのためア ン トラセ ンか らペンタセ ンへの直接
のFRETが起きてい るとは考 えづ らく、図3-1に示 した二段階FRETが支配的に起きてい
ることが示 された。
3-3 分光分析
蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)が十分に起 こっているとき ドナー分子の蛍光は観測 さ
れずにアクセプター分子の蛍光のみが観測できる。そのためFRETが 起 こっているときア
ン トラセン、テ トラセ ンの2種 混合結品ではテ トラセンの蛍光が観測 され、アン トラセ ン、
テ トラセン、ペ ンタセンの3種 混合結晶においてはペ ンタセ ンの蛍光のみが観測 される。
先程 の質量分析 においてFRETが 起 こる最適な物質量比の検討 を行ったが、本項では定常
蛍光 と時間分解蛍光 を用いてFRETが起 こってい るかについて検討 を行った。
また、本研究で用いた光路図を以下に示す。
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図3-12.本実験で用いた光路図
また本研究では偏光板の角度を54.7度に設定 してお り、この角度 をマ ジックアングル と
い う。 ここでマジックアングルについて説 明す る。
y
x
図3-13.偏光の説明図
上の図のよ うにz軸 と平行 な方向の偏光を励起光 としてサンプルに当て るとす る。 この
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ときサ ンプル か ら出て くる蛍 光 はX軸 方 向、y軸 方 向、Z軸 方 向に平行 な成 分 に分解 す る こ
とが で きる。この とき励 起 光 と平行 な 向 きの偏光 を縦 偏光 ノv、垂 直 な向 きの偏 光 を横 偏 光 ノH
とい う。 よっ て縦偏 光 はz軸 方 向 の1成 分 のみ、横 偏 光 はx軸 、y軸 方 向 の2成 分存在 し、
これ らは等 価 で あ る。 よっ て全蛍 光強 度't。ta,は以下 の式 の よ うに表 す こ とがで きる。
1totaiニ1x十1y十1zニ1v十21H
こ こで蛍 光検 出方 向 と縦偏 光 の なす 角 を θ とす る。蛍 光 強度 は通 常、分 極Eの 二乗 で表
され るの で、全 蛍光 強度 ノt。t。,と蛍光 検 出方 向 にお ける蛍 光強度 ノθは以下 の式 で表せ る。
1totαiニE3十2E斉
1θ=E3cos2θ十E斉sin2θ
こ こでθニ54.7。の ときcos2θニ!、sin2θ二三とな るの で
33
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よってマジックアングルの ときの蛍光強度 は全蛍光強度 に比例す る。
縦偏光や横偏光は分子の回転緩和や、周辺溶媒の粘度に大きく寄与す るが、全蛍光強度は
それ らには寄与 しないため、分子 の蛍光寿命 を測定す るのに適 している。しか し、実際には
全蛍光強度 を観測す ることはできない。そのため、偏光板 の角度 をマジ ックアングルに設定
す ることで、その蛍光強度は全蛍光強度に比例 し、分子の蛍光寿命 を測定す る際に適 してい
る[4】。
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図3-14.マジ ックア ングル説 明 図
3-3-1ア ン トラセ ンか らテ トラセ ンへ のFRET
先程の質量分析 においてアン トラセ ンとテ トラセ ンの物質量比が20対1の ときアン トラ
セ ンからテ トラセンへのFRETが 起 こってい ることが分かった。そ こでアン トラセンの単
結晶 とアン トラセン、テ トラセ ンの物質量比が20対1の 混合結晶(20=1AT結晶)に おけ
る定常蛍光 と時間分解蛍光の測定を行い、アン トラセ ンからテ トラセンへのFRETが 起き
一34一
ているかについて検証を行った。
3-3-1-1試料調製 お よび 測 定条件
まず ア ン トラセ ン の トル エ ン溶 液3.3×10-2[mol/dm3]と、テ トラセ ンの トル エ ン溶 液
3.3×10-3[mol/dm3]を調製 し、 さらにア ン トラセ ン溶 液 を200pL、テ トラセ ン100pLず
つ は か りと り、混合 しア ン トラセ ン とテ トラセ ンの物 質量 比 が20対1の 混合溶 液 を調製 し
た。 この 混合溶 液 を適 量無 蛍光石 英 に滴 下 し、溶 媒 を揮発 させ 混合 結 晶 を得 た。また ア ン ト
ラセ ン単結 晶 につ いて はア ン トラセ ンの溶 液 を滴 下 し、溶 媒 を揮発 させ 作製 した。得 られ た
結 晶 に レー ザー を当て 、そ の蛍 光 をス トリー クカ メラ にて測定 した。測定条 件 は以 下 に記 す。
測 定条 件
励 起 レーザ ー波長400nm
光 子数3000
Delaylns
偏 光板 角度54.7。(マ ジ ックア ングル)
3-3-1-2結 果
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図3-15.アン トラセ ン単結 晶 と20:1AT結品 の定 常蛍 光
図3-15はアン トラセ ン単結品 と20=1AT結晶の定常蛍光の結果 である。以上の結果の よ
うにアン トラセ ン単結晶 と20=1AT混合結晶のスペク トル は異 なるもの となった。アン トラ
セ ンからテ トラセ ンへのFRETが 起 こってい るときアン トラセ ンの蛍光は見 えずにテ トラ
セ ンの蛍光が観測 されるため、定常蛍光スペ ク トルから20=1AT結晶中においてアン トラセ
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ンか らテ トラセ ンへ のFRETが 起 こって い る こ とが示 され た。
次 に530nmに お け る20=1AT結晶の 時間分解 蛍 光 の結果 を図3-16に示 す。
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図3-16.20:1AT結晶の波長530nmに お ける時 間分解 蛍光 スペ ク トル
ま た、得 られ た スペ ク トル で式2-4-9にnニ3を代 入 した3つ の指数 関数 で フィ ッテ ィン
グ を行 った結果 、 それ ぞれ11ps(rise;Ant→Tet)、6ps(decay;Tet→Tet)、1596ps(decay;
Tet)と帰 属 され た。 従 っ て平均11psで ア ン トラセ ンか らテ トラセ ンへ励 起エ ネル ギ ー移 動
が行 われ る こ とが示 唆 され た。 また 、decayの2成 分 に 関 して は速 いdecayはテ トラセ ン
か らテ トラセ ンへ の 自由励 起 子移 動 に よるテ トラセ ンの発 光 を示 してお り、遅 いdecayは
自己束 縛励 起子 に よるテ トラセ ンの発 光 に よ る と考 え られ る。
励 起 子 は結 晶 の並 進対 称性 に よ り結 晶 中を移動 す る こ とが で き る。 そ のた め並 進対 称 性
の成 り立つ 結 晶格子 内 では 、励起 子 は 自由 に動 き回 る 自由励 起 子 のみ存在 す る。 しか し、あ
る種 の結 晶で は 、励 起 子一格子 相互 作用 に よ り励起 子 が結 晶格 子 を大 き く歪 ませ て しまい、
並進 対 称性 を破 綻 させ て しま うこ とが あ る。 そ の場 合励 起子 は 自由 に動 き 回 る こ とが で き
な くな り、特 定 の場 所 に局在 す るこ とにな る。この よ うな励起 子 を 自己束縛 励 起子 といい 、
これ が遅 いdecay成分 にな る と考 え られ る。
3-3-2テ トラセ ンか らペ ン タセ ンへ のFRET
質量分析の結果か らペ ンタセ ンの物質量がテ トラセ ンの10倍以上であるときFRETが起
きていることが分かった。そ こで20=1AT結晶 とアン トラセン、テ トラセ ン、ペンタセ ンの
物質量比が20=1=xのATP結晶の定常蛍光 と時間分解蛍光の測定を行い、テ トラセ ンか らペ
ンタセ ンへのFRETが起 こっているかについて検証 を行 った。
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3-3-2-1試料調製 お よび 実験 条件
まず ア ン トラセ ンの トル エ ン溶 液3.3×10-2[mol/dm3]と、テ トラセ ンの トル エ ン溶 液
3.3×10-3[mol/dm3]、さ らにペ ンタセ ンの トル エ ン溶液3.3×10-3[mol/dm3]の調製 を行
い、それ らを適 量ず つ 混合 し、様 々な濃 度比 の混 合溶 液 を調製 した。調 製 した混合 溶液 と各
溶液 の混合 比 は以 下 に示 す。
表3-3.測定 した3種 混合結晶の混合比 と調製 した試薬の混合比
ア ン トラセ ン、テ トラセ ン、
ペ ンタセ ンの物 質量 比 アン トラセン溶液 テ トラセン溶液
ペンタセ ン溶液
20=1=3 20μL 10μL 30μL
20=1=10 20μL 10μL 100μL
20=1=20 20μL 10μL 200μL
20=1=30 20μL 10μL 300μL
20=1=40 20μL 10μL 400μL
上記の各試料溶液 を適量無蛍光石英セル に滴下 し溶媒 を揮発 させてATP結品を得た。得
られたATP結品にレーザーを当て、その蛍光 をス トリークカメラにて測定を行った。測定
条件 は以下に記す。
測 定条 件
励 起 レーザ ー波 長400nm
光 子数3000
Delaylns
偏 光板 角度54.70(マ ジ ックア ングル)
3-3-2-2結 果
AT結晶 と3種 混合結晶の定常蛍光スペク トル を図3-17に示す。
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図3-17.AT結晶お よび3種 混 合結 晶 の定 常蛍光 スペ ク トル
テ トラセ ンか らペ ンタセ ンへ十分にFRETが 起 こってい るときテ トラセ ン由来の蛍光
(530nm)の強度が減少 し、ペ ンタセ ン由来の蛍光(620nm)の強度が増加する。この こ
とか らペンタセ ンの量が増えれば増えるほ どテ トラセ ンからペ ンタセンへのFRETが 十分
に起 こっているといえる。ペ ンタセンの混合比が増 えるほど反対に結晶内のア ン トラセ ン
の量は相対的に少 な くなる。 アン トラセ ンの励起 にはテ トラセ ンが放出す るよ り高いエネ
ル ギーを必要 とするため、テ トラセンか らペ ンタセ ンへ励起子 を通 じてエネル ギー移動が
起 こる際、テ トラセ ン分子の周辺にアン トラセ ン分子が存在す るとアン トラセ ン分子 が励
起子の移動 を妨 げる。そのため結 晶内のアン トラセンの量が相対的に少ないほど、テ トラセ
ンか らペンタセ ンへの励起子移動 によるFRETが 起こ りやす くな り、アン トラセ ンの量が
多いほ どア ン トラセ ンがテ トラセ ンか らの励起子 の移動 を阻害す るためテ トラセ ンか らペ
ンタセ ンへのFRETが起 こ りにくくなるためと考え られ る。
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図3-18.混合 結 晶 中にお け るFRET説 明図
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定 常蛍光 スペ ク トル よ り、Ant=Tet=Penニ20=1=40のATP結晶(20=1=40ATP結晶)が最 も効
率 よ くテ トラセ ンか らペ ンタセ ンへ のFRETが 起 こっ てい る こ とが分 か っ たた め、次 に
20=1=40ATP結晶 の時 間分解 蛍 光 で フィ ッテ ィン グを行 った。20=1=40ATP結晶 の時 間分解
スペ ク トル を以 下 に示す 。
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図3-19.20:1:40ATP結晶 の620nmに お け る時 間分解 蛍 光 スペ ク トル
測定 波長620nmで は ア ン トラセ ンは発 光 しない た め式2-4-4にお い てα1(λ)ニ0とな る。
よ って これ を解 い て得 られ る蛍光 寿命 曲線 の関数 は式2-4-5のよ うに3成 分 の指 数 関数 の
式 とな る。 よって式2-4-9にn=3を代 入 した3成 分 の指 数 関数 の式 でfittingを行 っ た。 そ
の結果 、 それ ぞれ24ps(rise;Ant→Tet)、30ps(decay;Tet→Pen)、644ps(decay;Pen)と
帰 属 され た。従 って励起 レーザー 照射 か ら平均24psで ア ン トラセ ンか らテ トラセ ンへ励
起 エネ ル ギー移 動 が行 われ 、そ の後30psで テ トラセ ンか らペ ンタセ ンヘエ ネル ギ ー移 動
が行 われ た もの と考 え られ る。
3-4 まとめ
質量分析の結果 よりアン トラセ ン:テ トラセ ンニ20=1かつペ ンタセ ンがテ トラセ ンの10
倍以上のATP結晶においてアン トラセ ンか らペ ンタセ ンへのFRETや、ペンタセ ンの励起
光(波 長337nm)による直接励起の影響は低 く、アン トラセンか らテ トラセ ンさらにテ ト
ラセンか らペンタセ ンへの二段階のFRETが 支配的に起こ り、ペンタセ ンを高強度に検出
す ることに成功 した。
また分光分析の結果 より、アン トラセ ン単結晶の定常蛍光スペ ク トル と20=1AT結品の定
常蛍光スペ ク トルお よび波長530nmにお ける20=1AT結晶の時間分解蛍光スペク トル によ
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り20=1AT結晶 におい てア ン トラセ ンか らテ トラセ ンへFRETが 起 こってい る ことが示 さ
れ た。ま た、20=1AT結晶 と20:1:xATP結晶(κニ10,20,30,40)の定 常蛍光 スペ ク トル よ り、
ペ ンタセ ンの混 合比 が多 い ほ どFRETが よ り効率 よ く起 こ るこ とが示 され、20=1=40ATP結
晶の 時間分解 蛍 光 スペ ク トル に よって各分 子 の蛍光 寿命 を求 め るこ とがで きた。
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第4章 金属ナノ粒子を用いた定量実験
4-1 背景
4-1-1緒 言
MALDI法において従来 より用い られてきた有機 マ トリクスは低分子量領域 にマ トリク
ス由来 のフラグメン トが検 出され ることか ら低分子量分子の検 出には不向きであった。そ
こで無機マ トリクスである金属微粒子 を用いることでマ トリクス由来のフラグメン トを抑
制することが可能にな り、無機マ トリクスは低分子量分子の測定に適 している。当研究室の
先行研究では図4-1に示す よ うに無機 マ トリクスの一種である酸化鉄(皿)ナ ノ粒子を用い
ることで有機 マ トリクスの一種である2,4,6一トリヒ ドロキシアセ トフェノン(THAP)では検
出することができなかった清涼飲料水 中に含まれ る4一メチルイ ミダゾール(4-MI)とい う発
がん性物質の検 出に成功 してい る。
5000
4000
　
」
63000
ζ誘
E・2000
.⊆
1000
0
Fe2034mg/ml
[Glu+Na】
十
[4-Mel+H】
/一
THAP4mg/mI
＼
[Caf+H】
[Glu+K】
[Suc+Na】
[Suc+K】
50
[THAP+H】
/ [Glu+Na】
100150200250300
mノ乞
図4-1.コカ ・コー ラのマ ス スペ ク トル[1]
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しか し酸化鉄(皿)ナ ノ粒子のみを用いた場合、4-MI由来のピー ク強度が小 さいために
よ り高強度 なピー クを必要 とす る定量 を行 うことは困難であった。そ こでブ レンステ ッ ド
酸 としての能力 を持つ ゼオライ トを酸化鉄(皿)ナ ノ粒子 と混合 したマ トリクスを用いる
ことでマ トリクスのプ ロ トン付加能力が向上 し、4-MIのプロ トン付加体 を高強度に検出す
る ことにも成功 してい る。本 章 では再 現性が低 いた めに定 量を行 うことが困難 であ る
MALDI法において、先述の混合マ トリクスを用いて清涼飲料水中に含まれ る4-MIの定量
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実験を行った。
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図4-2.ゼオ ライ トの有 無 に よる ピー ク強度 の変化[1]
4-1-2無 機 マ トリ ク ス
無機マ トリクスは1980年代初頭 、 レーザーイオ ン化 質量分析 の研 究が始 まった頃か
ら研究 が進 め られ てお り、無機 マ トリクスにグ リセ リンを添加す ることに よ り、当時 と
しては画期 的な質量数約10万 の試料 を測定す る ことを可能 に した。
無機マ トリクス として用い られ るのは金属微細粉末 である。バル ク状 の金属 の多 くは
金属光沢色 を持 ってお り、あ る特定の波長 を高効率に反射す る。一方 で金属微細粉末 は、
粒径 が波長 とほぼ同程度 となる ことで乱反射 が多量発生す るため、粒子径 が小 さいほ ど
光 吸収率や単位重量 当た りの表面積 が増加す る。これ に よ り近傍 に存在す る試料 に容 易
にエネル ギー を与 える ことが可能 である。
微細粉末 は個 々の粒子 がほぼ独立 に存在 しているため、吸収 したエネル ギーが散逸 し
づ らく、加熱 しやす くな る。 これ に よ り、試料分了 を速や かにイオ ン化 ・脱離 させ るこ
とが可能 とな り、試料分子 の分解 を防 ぐこ とができる。また、有機 マ トリクス と比較 し
て融 点や沸点 が極 めて高 く、溶解 ・気化が起 こ りづ らいた め、マ トリクス 自身 のイオ ン
や その分解物生成 が抑制 され る。そのため、有機 マ トリクスを用い る際には帰属 が困難
である低分子量領域 の煩雑 な ピー クが抑制 され る。さらに、化 学的に安 定であ ることか
らマ トリクス と試料 の結合 ・分解反応 は極 めて起 こ りづ らくな る。
上 に挙 げた特徴 か ら、無機 マ トリクスは低分子 量試料 の測 定 に適 してい る。 しか し、
無機 マ トリクス 自身 はカル ボ キシル基や ヒ ドロキシ基な どのプ ロ トン供給性 を持っ官
能基 を持 っていないため、試 料 のイオ ン化 を促進 させ る機能 を有 していない。従 って、
有機 マ トリクスを用 いる場合 に比べ試料 の検 出感度 は低 下す る。無機 マ トリクス を用 い
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る場合 、測 定試料 中に不確 定に混入 してい る陽イオ ン種 が付加 す ることに よ り、試料 が
イ オン化 され る。この時、イオ ン化効 率は測 定試 料 中に含 まれ る陽イオ ンの種類 やその
濃度 に依存す るため、再現性 の高 い測 定結果 を得 る ことは困難 であ る。
以上 をま とめる と、低分子 量試料 の測 定には、特定の陽イオ ン種 を供給す るこ とがで
きる無機マ トリクスを用 いるのが最 も適切 な手法 であ るといえ る。そのために本 章では
ブ レンステ ッ ド酸 としての能 力 を持つゼ オ ライ トを用い る ことでプ ロ トンを選択的 に
試料 に付加 させ る ことを試み た。
4-1-3ゼ オ ラ イ ト[2]
ゼオライ トはSiO44一およびAlo45一の四面体構造を基本単位構造にもっ多孔質アル ミノケ
イ酸塩であ り、1っの基本単位 が4っ の頂点酸素をそれぞれ隣の基本単位 と共有す ることで
3次元的に連結 し結晶を形成 している。それ に伴い1nm以 下の細孔を持 ち、その細孔 より
サイズの小 さい分子は細孔内に侵入 でき、大 きいものは細孔内に侵入できない といった分
子ふるい作用を持っ。
また構造内にA1原子 を有 しているため骨格構造全体 として負電荷側に偏 ってお り、この
電荷の偏 りはゼオ ライ ト表面上に存在す る陽イオ ンによって補われてお り、図4-3に示す
よ うなSi-〇-Al橋架構 造 と表 面上に存在す る陽イオ ン種 が一組 になって存在 してい る。
表面上 に存在す る陽イ オン種 は、容易 に他 の陽イオ ン種 に交換 され 、元 よ り存在 してい
た陽イ オン種 は、ゼ オ ライ トを用 い る系内に供 給 され る、いわゆ るブ レンステ ッ ド酸 と
しての能力 を持つ。その強度 はプ ロ トン型 ゼオ ライ トであれ ば硫酸 と同程度 であ る。以
上 の事 か ら、一般 にゼオ ライ トは構造選択性 を持 つ強力 な固体酸触媒 として工業的に用
い られ ている。ゼ オライ ト中のアル ミニ ウム濃度 はアル ミノケイ酸塩 の場合Si/AIモル
比 で表 され る。 アル ミニ ウム濃度 が高 くなるにつれ て表 面は親水性 を持つ よ うになる。
ゼ オライ トは様 々な構造 を持 ち、それ ぞれ骨格や細 孔径 が異な る。以下 に代 表的なゼ
オライ トの構造 を挙 げる。
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図4-3.ゼオ ライ トの基 本 骨 格
・ZSM-5
斜 方 晶 系 の 代 表 的 な 高 シ リカ の 合 成 ゼ オ ライ トで あ り、 単 位 胞 組 成 はNa。[Al。Sig6-
f、0192】・xH20であ る。 合 成 時 のAI濃 度 を変 え る こ とでn<27の 範 囲 で組 成 を変 え る こ
とが で き 、Al濃度 の減 少 と と もに疎 水 性 が増 す た めxの 値 は減 少 す る。10員 環 で 直線
状(0.56×0.53nm)および ジ グ ザ グ(O.55×0.51nm)な細 孔 を持 ち 、 これ らが 互 い に
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交差して3次元的細孔を形成する。
・モルデナイ ト
斜方 晶系 の高シ リカ天然ゼ オ ライ ト単位胞組成 はNa8[AI8Si40096】・24H20であ る。近
年合成 が盛 んにな りSi/AIモル比 が5か ら20程 度 の ものが容 易に得 られ るよ うになっ
た。12員環(0.70×0.65nm)で直線状 の細孔お よび8員 環(0.57×0.26nm)の細孔
を もち、これ らが交差 して2次 元細孔 を形成す る。8員 環細孔は途 中でかな り歪んでお
り通 常は12員 環 の1次 元細孔 と考 えたほ うが良い。
4-1-4カ ラ メ ル 色 素
清涼飲料水には糖類な どの多種 な物質が含まれてお り、その うちの一つにカラメル色素
が挙げられ る。カラメル色素は清涼飲料水 のほかにも醤油や ソースな ど日常的に摂取する
食料品に使用 されている。カラメル色素は多様 な化合物、複雑な反応段階を通 じて生成 さ
れ る物質であ り、大 きく分けて下記に示す よ うな4種 類に分類 され る。
カラメル色素1糖 類
カラメル色素II糖 類+亜硫酸塩
カラメル色素皿 糖類+アンモニウム塩
カラメル色素IV糖 類+アンモニウム塩+亜硫酸塩
カ ラ メル 色素1は 糖類 を加 熱 して作 る方 法 で あ り、 昔 か ら用 い られ てい る安 全 な製 造方
法 で あ るが製造 コス トが高 い とい う欠 点 が あ る。 カ ラメル色 素IIは糖 類 に亜硫 酸塩 を加 え
加熱 して作 るが、 日本 国内 で は使 用 が禁止 され て い る。 そ のた め 日本 国内 で使 用 され て い
る ものの大 半 がカ ラ メル 色素 皿 また はIVであ り、 これ らは糖 類 とア ンモ ニ ウム塩 の反応 に
よ って生成 され るが、 その 際 に副 生成 物 と して4一メチル イ ミダ ゾール(4-MI)が生成 され 、
この物 質 は発 がん性 が疑 われ て い る。
4-MIの危 険性 につ い て は議 論 され てお り、WHO(WorldHealthOrganization)による と
体 重1kgあ た り250mgま で の摂取 は 問題 ない と報告 され て い る。 しか しそ の一方 で カ リ
フォル ニ ア州 の研 究 結果 に よる と体重70kgの 人 の場 合健康 に害 を及 ぼ さない一 日あた り
の摂 取 量 は29pgと 報 告 され てお り、 カ リフォル ニ ア州 で は29pg以 上 の4-MIが含 まれ
る製 品 につ い ては表 示 を義務 化 して い る。
カ ラ メル 色素 お よび4-MIを多 く含 む食 品 と して コー ラが挙 げ られ るが 、ア メ リカの公
益 科学 セ ン ター(CenterforScienceinthePublicInterest)が各 国や 地 域 で販 売 され て い る
コカ ・コー ラにお け る4-MIの含 有 量 の調 査 結果 を報 告 した。 そ の結果 を以 下 の表4-1に
示 す。
表4-1.コ カ ・コ ー ラ355mL中 の4-MI含 有 量(pg)[3]
ブ ラジル 267
ケニア 177
カナダ 160
イ ギ リス 155
メキ シ コ 147
ワ シ ン トンD.C. 144
日本 72
中国 56
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カ リフォル ニ ア 4
本研究では 日本国内で販売 されているコカ ・コー ラを対象 に定量実験を行 った。
4-2 検量線の作成
4-MIの定量を行 うにあた り4-MIと構造が似 てお り、脱離イオン化効率がほぼ等 しい と
思われ る2一エチルイ ミダゾール(2-EI)を内標準物質 として用いて、それ らの重量比 とプ
ロ トン付加体のピー ク強度比 をもとに検量線を作成 した。
4-2-1試料調製お よび実験条件
まず1mg/mLの4-MI溶液 と2-EI溶液(溶 媒は水)を それぞれ作製 し、それ を以下の
表の割合でステンレス基板上 に滴下 し、溶媒を揮発 させ、 さまざまな重量比のサ ンプル結
晶を作製 した。
表4-2.4-MIと2-EIの重 量比 とそれ ぞ れ の溶 液 の滴 下量
4-MI:2-EI(重量 比) 4-MI溶液 の滴 下 量 2-EI溶液 の滴 下 量
0.25:1 0.25pL 1pL
0.5:1 0.5P.L 1P.L
1:1 1pL 1pL
2:1 2pL 1P.L
4:1 4pL 1pL
次 に酸化 鉄(皿)とZSM-5型 のゼ オ ライ トを2対1の 重 量比 で量 りと り、それ らを乳
鉢 にて30秒 混合 した。 酸化鉄(皿)が4mg/mLに な るよ う混合 マ トリクス溶 液(溶 媒 は
エ タ ノール:水=4:1(v/v))を 作製 し、 それ をス テ ン レス 基板 上 に1pL滴 下 し、溶媒
を揮 発 させ 、混 合結 品 を作製 した。
これ をBruker社製autoflex-05Sに導入 し測定 を行 った。 また上 記 の重量 比 ご とに3ス
ポ ッ ト作製 し、1ス ポ ッ トあた り3回 ず つ測 定 を行 った。 測 定条件 は以下 に示す 。
測 定条 件
レーザ ー波 長337nm
レーザ ーパ ワー39pJ
積 算 回数200shots
4-2-2結 果
各重 量比 に お け るゼ オ ライ トを用 いた場 合 の ピー ク強度 比、標 準偏 差(Standard
Deviation,SD)、相 対標 準偏 差(RelativeStandardDeviation,RSD)を以 下の表4-3か ら表
4-7に示 す。 こ こでの ピー ク強度 比 は4-MIと2-EIそれ ぞれ のプ ロ トン付加 体 にお け る ピ
ー ク強 度 の比 を とった もの([4-MI+H]+/[2-EI+H]+)を示 す。 ま た表4-8にゼ オ ライ トを
用 い た場合 と用 い なか った場 合 のRSDの 変化 を示 す。
表4-3.4-MI:2-EI=0.25:1(重量 比)の 結 果
spot1
0.2415
spot2
0.2160
spot3
0.2667
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ピーク強度比 0.2049 0.2306 0.2466
0.2176 0.2201 0.2592
スポット平均 0.2213 0.2222 0.2575
スポツトRSD(%) 8,392 3,408 3,394
平均 0.2337
SD 0.02064
RSD(%) 8.83
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表4-4.4-MI:2-EI=0.5:1(重量 比)の 結 果
spot1 spot2 spot3
ピーク強度比
0.3110 0.2734 0.3161
0.2864 0.2962 0.2851
0.3161 0.2721 0.2887
スポット平均 0.3098 0.2849 0.2923
スポットRSD(%) 7,331 4,008 7,609
平均 0.2956
SD 0.01278
RSD(%) 4.32
表4-5.4-MI:2-EI=1:1(重量 比)の 結 果
spot1 spot2 spot3
ピーク強度比
0.5559 0.5311 0.5046
0.5466 0.4681 0.5188
0.5766 0.5324 0.4559
スポット平均 0.5597 0.5106 0.4931
スポットRSD(%) 2,751 7,201 6,688
平均 0.5211
SD 0.03453
RSD(%) 6.63
表4-6.4-MI:2-EI=2:1(重量 比)の 結 果
spot1 spot2 spot3
ピーク強度比
0.6455 0.6438 0.5191
0.6548 0.6892 0.6181
0.6716 0.6196 0.5468
スポット平均 0.6573 0.6509 0.5613
スポットRSD(%) 2,013 5,433 9,095
平均 0.6232
SD 0.05366
RSD(%) 8.61
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表4-7.4-MI:2-EI=4:1(重量 比)の 結 果
spot1 spot2 spot3
ピーク強度比
0.8010 0.7588 0.7074
0.8447 0.6994 0.6977
0.7815 0.7397 0.6670
スポット平均 0.8090 0.7326 0.6907
スポットRSD(%) 3,999 4,140 3,058
平均 0.7441
SD 0.06001
RSD(%) 8.07
表4-8.ゼオ ライ トの有無 に よるRSDの 変化
0.25:1 0.5:1 1:1 2:1 4:1
ゼオ ライ ト無 14.7 12.1 14.8 13.6 19.3
ゼオ ライ ト有 8.83 4.32 6.63 8.61 8.07
表4-8に示 す よ うにゼオ ライ ト混 合酸 化鉄(㎜)ナ ノ粒 子 マ トリクス を用 い た こ とで 全
ての重 量比 にお い て再現性 が 向上 し、RSDが10%未 満 に な り定 量が 可能 に なっ た。 これ
は細孔 を もつゼ オ ライ トの表 面上 に酸 化鉄(皿)ナ ノ粒 子 が均 一 に分散 され た状 態 を作 る
こ とがで き酸化 鉄(皿)ナ ノ粒 子 の凝 集 を防 ぐこ とが で き るた めで あ る と考 えれ る。
この結果 得 られ た検量線 を図4-4に示 す。 ま た フィ ッテ ィ ングの結果 得 られ た検 量線 の
式 は
yニ0.729-O.729e-1'18x…(4-1)
で あった。
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図4-4.2-EIを用 い た4-MIの 検 量 線
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4-3 清涼飲料水 中に含 まれる4-MIの定量
本節では上記の定量線作成時 と同様 に内標準物質 として2-EIを用いて、 日本国内で市
販 されているコカ ・コー ラ中に含まれ る4-MIの定量を行った。
4-3-1試薬調製お よび実験条件
市販の コカ・コー ラを超音波装置 に1時 間かけて炭酸ガスを除去 した。 これを1pLス テ
ン レス基板上に滴下 して溶媒 を揮発 させた。次 に0.2ng/mLの2-EI溶液( 媒 は水)を1
pLステン レス基板上に滴下 して溶媒 を揮発 させた。最後に先ほ どの実験 と同様の酸化鉄
(皿)とゼオライ トの混合溶液を1pL滴 下 し、溶媒を揮発 させ混合結晶を作製 した。
これ をBruker社製autoflex-05Sに導入 し測定 を行 った。 このサンプルを3ス ポ ッ ト作
製 し、1スポ ッ トあた り3回 ずつ測定を行った。測定条件 は以下に示す。
測定条件
レーザ ー波 長337nm
レーザ ーパ ワー39pJ
積 算 回数200shots
4-3-2結 果
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上記 サ ンフoルの ピー ク強度 比 、SD、RSDの 結果 を以 下 の表4-9に示 す。
表4-9.コカ ・コー ラの結果
spot1 spot2 spot3
ピーク強度比
0.4808 0.5647 0.4978
0.5104 0.6131 0.4926
0.5079 0.4926 0.4989
スポット平均 0.4997 0.5660 0.4965
スポットRSD(%) 3.28 8.21 0.68
平均 0,521
SD 0,039
RSD(%) 7.54
ま た上記 サ ンプル のマ ス スペ ク トル を図4-5に示す 。
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図4-5.コ カ ・コー ラ の マ ス ス ペ ク トル
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表4-9よ りコカ ・コー ラ 中に含 まれ る4-MIと添加 した2-EIのピー ク強度 比 は
0.521±0.039であ った ので これ を式4-1に代入 して重 量比 を求 めた ところx=1.07
(x=0.920～1.24)と算 出 され た。 よって コカ ・コー ラ中の4-MI含有量 は0.214pg/mL
(0.184～0.248pg/mL)と算 出 され た。 これ を355mL換 算 す る と76pg/355mL(65～88
pg/355mL)とな りCSPIが発 表 した文 献値72pg/355mLと一 致 した。
ま た この ときの スペ ク トル の ノイ ズ を50と した場合 、 シ グナル ノイ ズ比(SIN)=10の定
量 限界 は7.5pg、SIN=3の検 出 限界 は2.2pgであ り、 ピコグ ラムオー ダー の定 量 が可能 に
な った。
4-4 まとめ
先行研 究 よ り無機 マ トリクス で あ る酸化 鉄(皿)ナ ノ粒子 を用 い るこ とで コカ ・コー ラ
中 に含 まれ る4一メチル イ ミダゾール(4-MI)を検 出す るこ とが で き、ま た酸化 鉄(皿)ナ ノ
粒 子 とZSM-5型ゼ オ ライ トのマ トリクス を用 い る こ とで試料 へ のプ ロ トン付加 能力 を向
上 させ 、4-MIのプ ロ トン付加 体 を高 強度 に検 出す るに至 った。 この混合 マ トリクス を用 い
る こ とで再 現性 が 向上 し、2一エ チルイ ミダ ゾー ル(2-EI)を内標 準物 質 と して使用 し4-MIの
定 量 を行 った結 果0.184～0.248pg/mLと算 出 され 、文献 値 と一 致 した。 ま た この手法 で
の定量 限界 は7.5pg、検 出限界 は2.2pgであった。
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第5章 温度応答性高分子を用いた選択的レーザーイオン化
5-1 背景
5-1-1緒 言
マ トリクス支援 レーザー脱離イオ ン化(MALDI)法は多種の分子を容易 にイオン化す るこ
とが可能であるが、様々な分子 を含む混合物 中において 目的の分子のみを選択 的にイオ ン
化す ることが困難 である。そのため構造異性体な どを含む混合物においては質量分析計 に
おいて区別 して検 出す ることがで きない。本章では温度 によって構造が変化す る温度応答
性高分子の一種であるポ リビニル メチルエーテル(PVME)を用いて、サンプル とマ トリクス
をコーテ ィング し、その後そ こか らサンプル を取 り出す ことによ り鋳型マ トリクス を作製
す る。この鋳型マ トリクスを用いることによ り、構造異性体を含む混合物か ら目的の分子の
み を選択的にイオン化す ることが可能 になる と考え、質量分析計にお ける選択 的な検 出を
試みた。本研究では鋳型サ ンプル として三糖の一種であるラフィノースを用いて鋳型マ ト
リクスを作製 し、ラフィノースお よび 同 じく三糖 でラフィノースの構造異性体であるマル
トトリオースを測定 し、ラフィノースの構造選択的検出を行 った。??
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図5-1.鋳型マ トリクスおよび構造選択的イオン化 の概略図
5-1-2温 度応 答性 高分 子[1]
ある種の高分子は下限臨界溶液温度(LowerCriticalSolutionTemperature:LCST)以下
の温度では水に溶解 し、それ以上の温度では疎水性 を示 し白濁す る。再びそれ をLCST以
下に冷却す ると再び水に溶解す るとい う可逆的な相転移現象 を示す。 このよ うに一定温度
で相転移 を示す高分子化合物を一般 に温度応答性高分子 と呼ぶ。 これ らの高分子 は水溶液
中の高分子の相転移現象 の解 明のみな らず、機能性 を有す る特殊な高分子 として産業お よ
び医療用素材への応用面における研究 も数多 くされている。
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このよ うな高分子の一例 としてポ リビニルメチルエーテル(PVME)が挙げられ る。PVME
は35℃ 付近において相転移を起 こす高分子であ り、濁度測定、熱量測定、核磁気共鳴、光
散乱等の手法を用いて多方面か ら解析 されてきた。図5-2にPVMEの構造式を、図5-3に
相転移の前後におけるPVME水 溶液 の写真 を示す。
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図5-2.PVMEの構造式M図5-3.相 転移 の前後にお けるPVME水 溶液の変化
1)Sf(左:相 転移前、右:相 転移後)ル基の酸素原子 と周囲の水分子 との
ラ
が、水温の上昇 に伴 い水素結合が不安疋にな《)と もに味水鄙の脱水相か起 こ り、局分手鎖
が収縮 してグロビュール状 になる。 さらに疎水性相互作用に よりグロビュール が凝集 して
巨視 的な総分離が起 こる。図5-4にモデル図を示す。 このよ うにPVMEの 相転移現象は水
素結合 と疎水性相互作用 とのバ ランスが崩れ ることによって引き起 こされ ることが分 かっ
ている。
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図5-4.コ イ ル ー グ ロ ビ ュ ー ル 転 移
5-2. 溶液 中ラフィノースの固相吸着実験
5-2-1吸 着剤 の検 討
まずPVMEで マ トリクスとサ ンプル であるラフィノースのコーテ ィングを行 うにあた り、
溶液 中において溶解 しているラフィノ・一・`スを疎水性のPVME中 に取 り込む必要がある。そ
のため吸着剤 を用 いて溶液 中の ラフ ィノース を固相 吸着 させ 、吸着剤 とマ トリクス を
PVME内 に取 り込む方法を考 えた。本節では構造内に細孔 を持 ち、分子等をその構造内に
取 り込む ことができるゼオ ライ トや活性炭 に着 目し、溶液 中か ら効率 よくラフィノースを
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吸着できる吸着剤 について検討を行った。
5-2-1-1試料調製 お よび 実験 条件
濃度 が1mg/mLの ラフ ィ ノー ス(RaD溶液50mL(溶 媒 はエ タノール:水=4:1(v/v))に対
し、 吸着剤(ゼ オ ライ ト、活 性炭)200mgを 加 え10分 間室温 に て擁 拝 を行 っ た。 その後
吸 引 ろ過 を行 い、得 られ た 固体 を50℃ で1日 以 上乾燥 させ た。 そ の 固体 を50mLの 溶 媒
(エタ ノー ル:水=4:1(v/v))に溶 か し、ステ ン レス基 板 上 に1pL滴 下 し、溶 媒 を揮発 させ
た。
次 に2,4,6一トリヒ ドロキ シアセ トフ ェ ノン(THAP)とNa置換 したモル デナ イ ト型ゼ オ ラ
イ ト(NaM20)を重量 比1:2で 混合 した。 それ をTHAPが4mg/mLに な るよ うに混合 マ ト
リクス溶液(溶 媒 はエ タ ノー ル:水=4:1(v/v))を作製 し、それ を1pL先 述 のサ ンプル 上 に
滴 下 し、溶 媒 を揮発 させ 混合 結 晶 を作 製 した。
これ をwaters社製 のMALDImicroMXに導入 して測定 を行 っ た。 測 定条件 は以 下 に示
す。
測 定条 件
レーザ ー波 長337nm
レーザ ーパ ワー6.90pJ
積 算 回数200shots
5-2-1-2結 果
ゼオライ トと活性炭をそれぞれ吸着剤 として用いた場合のマススペク トル を図5-5に示
す。
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図5-5.吸着 剤 を用 いた ときの ラ フィ ノー ス のマ ススペ ク トル
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図5-5よりゼオライ トでは溶液 中のラフィノースを固相吸着 させ ることが困難であるが、
活性炭では固相吸着 させ ることに成功 した。また活性炭 を用 いた場合は二糖 由来の ピー ク
が出現 した。 これは活性炭 にレーザーが照射 され たことによりラフィノースが二糖に分解
されたため と考 えられる。次 に活性炭の吸着効率について検討を行った。
5-2-2活性炭の吸着効率について検討
5-2-2-1試料調製 と実験 条件
サンプル溶液 として1mg/mLのラフィノース溶液(溶 媒はエタノール:水=4:1溶液)に
活性炭 を入れ、10分禮絆 した後 ろ過 し、ろ液を得た。サンプル としてこのろ液 と活性炭を
加 える前のラフィノース溶液 を1pLステ ンレス基板上 に滴下 し溶媒 を揮発 させた。
次に先述のマ トリクス溶液 を1pLサ ンプル上に滴下 し、溶媒 を揮発 させて混合結晶を作
製 した。
これ を先述の装置 に導入 して測定を行った。測定条件 は以下に示す。
測 定条 件
レーザ ー波 長337nm
レーザ ーパ ワー6.90pJ
積 算 回数200shots
5-2-2-2結 果
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1mg/mLラ フ ィノー ス溶 液 と活性 炭 に 固相 吸 着 させ た ラフ ィ ノー ス溶 液 の結 果 を図5-6
に示す 。
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図5-6.吸着前 後 の ラフ ィ ノー ス のマス スペ ク トル
530
図5-6よ り固相 吸着 に よ りラフ ィノー ス を一 部 除去 した ろ液 のマ ス スペ ク トル の ピー ク
強 度 は1mg/mLの ラフ ィノー ス溶 液 に比 べ て ピー ク強度 が減少 した。 こ こで 活性炭 に よる
ラ フィ ノー ス の吸着 率 を以 下 の よ うに定義 した。
吸着 剤 を用 い た際 の ラフ ィノー スの[Raf+Na]+ピーク強度吸着 率 二1-
1mg/mLラフ ィノー ス溶 液 の[Raf+Na]+のピー ク強度
以上の結果よ り活性炭 によるラフィノースの吸着効率は65%と算出 され活性炭によ りエ
タノール:水=4:1溶媒 中のラフィノースを高効率に吸着できることが分かった。
5-2-3活 性 炭 をマ トリクス に応 用 で きるか検 討
上記の結果 より活性炭 を使用す ることで、ラフィノースを高効率 にPVME疎 水性 ゲルに
内包す ることができると考えた。また、図5-7に示す拡散反射スペ ク トル より、活性炭 自身
が照射 レーザー波長(337nm)に吸収 を持つ ことか ら活性炭 をマ トリクス として使用す るこ
とができるか検討 した。
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図5-7.活性 炭 の拡散 反射 スペ ク トル
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5-2-3-1試料調製 と実験 条件
マ トリクス溶液 として活性炭4mg/mL、サンプル溶液 として ラフィノース1mg/mL溶
液 をそれぞれ調製 した(溶 媒 はともにエタノール:水=4:1)。それ らをそれぞれ1pLず つ
ステン レス基板上に滴下 し、溶媒 を揮発 させて混合結晶を作製 した。
これ を先述の装置 に導入 して測定を行った。測定条件 は以下に示す。
測 定条 件
レーザ ー波 長337nm
レーザ ーパ ワー6.9011J
積 算 回数200shots
5-2-3-2結 果
本実験の結果 を図5-8に示す。
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図5-8.活性 炭 をマ トリクス と して使用 した際 の ラ フィ ノー ス のマ ススペ ク トル
図5-8よ り活性炭をマ トリクスとして使用 した場合、ラフィノースを三糖のまま検出す
ることはできず、二糖に分解 して検出 された。そのため本研究において活性炭 とTHAPを
混合 したマ トリクスを用いる必要があるとい うことが分かった。
5-3 活性炭 とPVMEの 混合比についての検討
活性 炭(AC)にサ ンプルで ある ラフィノー スを吸着 させ てマ トリクス と ともに疎水 性
PVMEに内包 させた後、透析 によりサンフ.ルのラフィノ・一・`スをPVME内 か ら取 り除 くこと
によ り鋳型マ トリクスの作製 を試み る。そ こでACの 混合比がPVMEよ り極端 に高い場合、
PVMEに よる活性炭の コーティングが不十分であるため、マ トリクスがむき出 しになって
いる箇所が存在す る可能性 が考え られ る。また活性炭の混合比がPVMEよ り極端に低い場
合、活性炭 の周 囲のPVME層 が厚すぎるため透析によるサ ンプルの除去が困難 になると考
え られ る。そのためACとPVMEの 重量比(ACIPVME)が重要であると考え、最適な重量比
について検討 した。
5-3-1試 料調製 と実験 条件
まず乳鉢でACとTHAPと ラフィノースを重量比1対1対1で 混合 した。次にその混合
した ものを適量のPVME溶 液(10wt%、溶媒はエ タノール:水=4:1)に加 え、全量が20
mLに なるよ う溶媒 を加 えた。
その後その溶液 を加熱撹拝 し、50℃の溶液を1pLス テンレス基板上に滴下 し、溶媒 を揮
発 させた。 これ を先述の装置 に導入 して測定を行った。測定条件 は以下に示す。
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測 定条 件
レーザ ー波 長337nm
レーザ ーパ ワー8.60pJ
積 算 回数200shots
5-3-2結 果
実験 結果 を図5-9に示す。
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図5-9.ACIPVMEを変化 させ た時 の ラフ ィノー スのマ ス スペ ク トル
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図5-9よりACIPVMEが10以下 の とき ラフ ィノー ス を検 出す る こ とがで きず 、ACIPVME
が100の とき ラフ ィノー ス を検 出す るこ とがで きた。 この こ とか らACIPVMEが10以 下
の ときAC、THAP、 ラ フィ ノー ス はPVMEに 内包 され てい る と思 われ 、ACIPVME=100
の ときAC、THAP、 ラ フィ ノー ス の一部 がPVMEに コー テ ィ ング され ず にむ き出 し状態
にな って い る と思 われ る。
そ の た め 、ACIPVME=10が最 適 で あ る と考 えた 。 次 に透 析 条 件 につ い て 検討 す るが 、
ACIPVME=10では元 々 ラ フィ ノー ス が検 出 され て いない た め、透 析 が適 当か検討 す る こ と
が困難 で あ る雨、ACIPVME=100におい て透析 実験 を行 った。
5-4 透析
先述 の通 りACIPVME=10の とき最適 な条件 でサ ンプル で あ るラ フィ ノー ス とマ トリク
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スを疎水性PWEに 内包することができた。次にラフィノースの鋳型を作製す るため、そ
こか らラフィノースを取 り出す必要があ り、そのための透析条件について検討 した。しか し
ACIPVME=10では元々ラフィノースが検 出されていないため、透析が適 当か検討すること
が困難であるため、ACIPVME=100において透析実験 を行った。
5-4-1試 料調製 と実験 条件
ACIPVME=100の重量比において先 ほどと同様の条件 でコーティングを行 った後、コー
テ ィングマ トリクス溶液 を5mL透 析チューブに とり、50℃の水 にて10分 間透析 を行 っ
た。透析後の溶液 を1pLステン レス基板上に滴下、溶媒を揮発 させた。 これ を先述の装置
に導入 して測定を行 った。測定条件は以下に示す。
測 定条 件
レーザ ー波 長337nm
レーザ ーパ ワー8.6011J
積 算 回数200shots
5-4-2結 果
実験 結果 を図5-10に示 す。
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図5-10.透析後 のACIPVME=100鋳型 マ トリクス のマ ススペ ク トル
図5-9に示 す透 析前 のACIPVME=100のマ トリクスで は ラフ ィノー ス 由来 の ピー クが高
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強度に検出されていたが、図5-10に示す同重量比のマ トリクスではラフィノース由来の ピ
ー クが検出されなかった。このことか ら、今 回の条件 で透析 によ りサ ンプルのラフィノース
を除去することができた と示唆 された。
5-5 鋳型マ トリクスを使用 した分子認識
ACIPVME=10のとき最適な条件でサンプル であるラフィノース とマ トリクスを疎水性
PVMEに 内包す ることができたので、この重量比において先ほ どと同様の条件で透析 を行
い、その後鋳型サンプル であるラフィノース と同 じく三糖であるマル トトリオース をそれ
ぞれ鋳型マ トリクスを用いて質量分析 を行 った。
5-5-1試 料調製 と実験 条件
ACIPVME=10の重量比において先述 と同様の条件でコーテ ィングお よび透析を行った。
その後 ラフィノース鋳型マ トリクス溶液 とサ ンプル溶液 をそれぞれ1pLず つ滴下、溶媒を
揮発 させた。今回用いたサ ンプルは鋳型サンプル であるラフィノース とその構造異性体で
あるマル トトリオースをそれぞれ用いた。 またマ トリクス溶液 を先 に滴下 しその後にサ ン
プル溶液 を滴下 したもの、サ ンプル溶液を先 に滴下 しその後 にマ トリクス溶液 を滴下 した
ものを各サ ンプルにてそれぞれ作製 し、これ を先述の装置 に導入 して測定を行った。測定条
件は以下に示す。
測 定条 件
レーザ ー波 長337nm
レーザ ーパ ワー8.60pJ
積 算 回数200shots
5-5-2結 果
図5-11にマ トリクス、サ ンプル の順 で滴 下 した結 果 を、図5-12にサ ンプル 、マ トリクス
の順 で滴 下 した結果 をそれ ぞれ示 す。
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図5-11.マトリクス、サ ンプル の順 で滴 下 した時 のマ ススペ ク トル
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図5-12.サンプル 、マ トリクスの順 で滴 下 した時 のマ ス スペ ク トル
図5-11よりマ トリクスを先に滴下 した場合、構造選択的に検出す ることはできなかった。
しか し図5-12よりサンプルを先に滴下 した場合、鋳型サンプルであるラフィノースの方が
高強度 に検 出す ることができた。またラフィノースと構造異性体であるマル トトリオース
をサ ンプル として使用 した場合 にも三糖にナ トリウムイオ ンが付加 した ものが検 出された
が、マ トリクス単体でも同じ位置にピー クが出現 しているため、これは透析時に除去 しきれ
なかった ラフィノースが多少な りとも影響 していると示唆 され る。 また今 回透析で ラフィ
ノースを十分に除去できなかった理由 として5-4の透析実験 と比べ、PVMEの重量比が増
加 したことに より、PVMEの 層が厚 くなったためと考 えられる。そこで次の実験ではより
十分に透析できるように条件 を再検討 した。
5-6 鋳型 マ トリクスを使用 した分子認識(再 実験)
先述の通 りACIPVME=10においては5-4で行った条件では透析が不十分であると考え
られるため、透析条件 を変更 し、同様に鋳型マ トリクスを使用 した構造選択的検出を試みた。
5-6-1試 料調製 と実験 条件
ACIPVME=10においてサ ンプル とマ トリクスのコーティングを行った後、50℃の水で
10分間の透析 を3回 行った。まずサンプル溶液 を1pL滴下 し、その後マ トリクス溶液 を1
pL滴下 し、溶媒を揮発 させた。 これ を先述の装置に導入 して測定を行った。測定条件は以
下に示す。
測 定条 件
レーザ ー波 長337nm
レーザ ーパ ワー8.60pJ
積 算 回数200shots
5-6-2結 果
本 実 験 の結果 を図5-13に示 す。
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図5-13.透析 を3回 行 いサ ンプル 、マ トリクス の順 で滴 下 した場合 のマ ス スペ ク トル
(上;全 体 のマ ス スペ ク トル 、下;三 糖 由来 の ピー ク付 近 を拡大 したマ ススペ ク トル)
図5-13より透析を3回 行 った結果、マ トリクス単体か らラフィノース由来の ピークが出
現せず、透析によ りラフィノースが完全に除去す ることができた。また鋳型サ ンプル である
ラフィノースは高強度に検 出す ることができたが、構造異1生体であるマル トトリオースは
検出す ることができず、鋳型マ トリクスを用いることによ り構造選択的検 出に成功 した。
5-7 まとめ
ポ リビニルメチルエーテル(PVME)は温度 によって構造が変化 し、35℃以上では疎水性
のグロビュール状の構造 をとる。その疎水性のPVMEに サンフoルとマ トリクスを内包 し、
そ こからサ ンプルを取 り除 くことで鋳型マ トリクスを作製 し、MALDI法にお ける構造選択
的検 出を試みた。サ ンフoルとして三糖であるラフィノースを用いたが、これ を疎水性PVME
内に取 り込むた めに活性炭 を吸着材 として用いて、マ トリクスで あるTHAPと ともに
PVME内に取 り込んだ。活性炭 とラフィノース、THAPの重量比が1対1対1の とき、活
性炭 とPVMEの 重量比(ACIPVME)が10のとき最 も良い重量比であった。ACIPVME=10
において50℃ の水で10分間の透析を3回 行い、サンプル、マ トリクスの順で滴下 した場
合、鋳型サンプルであるラフィノースは高強度に検 出することができ、その構造異1生体であ
るマル トトリオースは検出す ることができず、構造選択的検 出に成功 した。
5-8 参考文献
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第6章 総括
本修 士論文では レーザー脱離イオ ン化(LDI)法お よびマ トリクス支援 レーザー脱離イオ
ン化(MALDI)法の課題 に着 目し、その解決 を試みた。
LDI法での分子間エネル ギー移動 を利用 したイオ ン化(第3章)
LDI法は照射 レーザー波長域に吸収帯 を持たない分子を直接イオン化す ることは困難で
ある。そ こで分子間エネルギー移動の一種である蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)に着 目し、
照射 レーザーを吸収するアン トラセンか らテ トラセ ンを経 由してペ ンタセンへのFRETを
利用 し、照射 レーザー より長波長域 に吸収帯 を持つペ ンタセンの質量分析 における高強度
検出を行った。その結果、アン トラセンとテ トラセンの物質量比が20対1か つペ ンタセン
の物質量がテ トラセ ンの10倍以上のとき効率 よく目的の二段階FRETが起こ り、ペ ンタセ
ンの高強度検出に成功 した。
また、アン トラセ ン、テ トラセ ン、ペンタセ ンの物質量比が20対1対40の 混合結晶の
時間分解蛍光測定を行い、混合結晶中の各分子 の蛍光寿命 を求めた。
MALDI法の定量分析(第4章)
またMALDI法 は再現性が低 く定量分析 を行 うことが困難 であった。そ こで構造内にナ
ノスケールの細孔 を持つゼオ ライ トを無機マ トリクスである酸化鉄(皿)ナノ粒子 とともに
利用す ることでマ トリクス単体 と比べ、プ ロ トン付加 体のピーク強度お よび再現卜生が向上
した。ゼオライ トマ トリクスを用いて市販 コカ ・コーラ中に含 まれる4一メチルイ ミダゾー
ルの定量分析を行った結果、0.184～0.248pg/mLと算 出され、文献値 と一致 した。
MALDI法の構造選択的イオ ン化(第5章)
またMALDI法 では試料分離の操作を必要 としないため、 目的分子以外 もイオン化お よ
び検出 されて しま う。そこで温度に よって構造が変化す る温度応答 卜生高分子の一種である
ポ リビニル メチルエーテル(PVME)にサ ンプル とマ トリクスを内包 し、そ こか らサンプルを
取 り除くことで鋳型マ トリクスを作製 し、それ を用い ることでMALDI法 での選択的イオ
ン化 を行った。本研究では鋳型サンプルのラフィノースを効率 よくPVMEに 内包するため
に吸着材 として吸着効率の高い活性炭 を用いた。マ トリクスには2,4,6一トリヒ ドロキシアセ
トフェノン(THAP)を用いた。THAPと活性炭 とラフィノースの重量比は1対1対1に 固定
し、活性炭 とPWEの 重量比(ACIPVME)について検討 した結果、ACIPVMEニ10のサ ンプ
ル を50℃で撹拝 し、それを透析チューブに入れ、50℃の水で10分間の透析を3回 行 った。
サ ンプル としてラフィノース とその構造異1生体であるマル トトリオースを用いて、サ ン
プル溶液、鋳型マ トリクス溶液の順で滴下 した結果 、ラフィノースのみを構造選択的に検 出
す ることに成功 した。
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